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Über die spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoffe. 


VI. Mitteilung: 
Spezifisch-dynamische Wirkung und Kohlehydratumsatz. 


Von 
L Abelin und B. Kobori. 


(Ausgeführt mit Unterstützung der Ella Sachs- Plotz Foundation, New York.) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 9. Februar 1927.) 


Mit dem Ausdruck ‚‚spezifisch-dynamische Wirkung‘ bezeichnete 
Rubner die Erhöhung der Wärmebildung nach Nahrungsaufnahme. 
Das Schicksal dieser mehr gebildeten Wärme ist verschieden. Bei 
niederer Umgebungstemperatur, wenn sich der Organismus im Zustande 
der chemischen Wärmeregulation befindet, kann diese Extrawärme 
zur Aufrechterhaltung der Körpertemperatur herangezogen werden. 
Ist aber, wie das beim Menschen meist der Fall ist, die chemische Wärme- 
regulation ausgeschaltet, so findet dieser Wärmezuschuß keine Ver- 
wendung und wird nach außen abgegeben. Diese Wärme kann nicht 
für die Leistung mechanischer Arbeit oder für andere biologische 
Prozesse verwendet werden. Unter der Benutzung der üblichen Schreib- 
weise kann der Umsatz der chemischen Energie der Nahrungsstoffe 
formuliert werden als: 


U (Nahrungsstoffe) =F Ez Q.) 
wobei wir unter ‚Q‘ denjenigen Teil der chemischen Energie verstehen 
wollen, der nach Nahrungsaufnahme als Wärme erscheint [die so- 
genannte „primäre Wärme“ von Ü.Oppenheimer!). Diese Wärme 
stellt den irreversiblen Anteil der Reaktion dar. F bedeutet alle übrigen 
Energieformen mit Ausnahme der Wärme. Man hat eine Zeitlang ver- 
mutet, die Moleküle der Nahrungsstoffe enthalten bestimmte Atom- 
gruppen, deren Vorrat an chemischer Energie nur in Form von Wärme 
ausgenutzt werden kann. Die spezifisch-dynamische Wirkung wäre 


1) C.Oppenheimer, Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 222, 1925. 
]* 


4 I. Abelin u. B. Kobori: 


demnach durch eine bestimmte chemische Struktur der Nahrungsstoffe 
bedingt. In diesem Falle müßte aber die spezifisch-dynamische Wirkung 
des gleichen Nahrungsstoffes immer konstant bleiben, was durchaus 
nicht der Fall ist. Es zeigte sich sehr bald, daß die Größe der Wärme- 
vermehrung nicht nur vom Nahrungsstoff, sondern auch vom Zustande 
des Organismus abhängt. Wir wissen heute, daß weniger die Natur 
der Nahrung als vielmehr die Art und Weise, wie der aufgenommene 
Nahrungsstoff vom Körper verarbeitet wird, entscheidend ist für das 
Maß der spezifisch-dynamischen Wirkung. Um extreme Fälle an- 
zuführen, mag bemerkt werden, daß es Zustände gibt, in denen die 
chemische Energie der Nahrungsstoffe sehr vorteilhaft ausgenutzt 
wird. Beispiele dieser Art liefern das Wachstum, die Nahrungs- 
verwertung nach Hunger, nach erschöpfenden Infektionskrank- 
heiten usw. Andererseits gibt es Fälle, wo ein großer Teil des chemischen 
Potentials des Nahrungsstoffes in unnützer Form als Wärme erscheint. 
Von der gesamten chemischen Energie der Nahrungsstoffe steht dann 
dem Organismus für seine biologischen Zwecke nur ein geringer Anteil 
zur Verfügung. Ein typisches Beispiel dafür liefert das Verhalten der 
spezifisch-dynamischen Wirkung nach Verfütterung von wirksamer 
Schilddrüsensubstanz, wo nach Nahrungszufuhr innerhalb weniger 
Stunden ein beträchtlicher Anteil der zugeführten chemischen Energie 
in Form von Wärme an die Außenwelt abgegeben wird. Die Aufnahme 
von Schilddrüsensubstanz hat also zur Folge, daß die chemische Energie 
der Nahrungsstoffe bedeutend weniger rationell ausgenutzt wird. Die 
unökonomische Verwertung der chemischen Energie zeigt sich in diesem 
Falle nicht nur in der Zunahme der spezifisch-dynamischen Wirkung, 
sondern auch in der Erhöhung des Grundumsatzes und in dem ver- 
minderten, sehr unrentablen Arbeitsvermögen der mit Schilddrüse 
behandelten Tiere oder der an Basedow erkrankten Menschen. All 
dieses ist die logische Folge der gestörten Ausnutzung der chemischen 
Energie. Der Grundumsatz, sowie der Arbeitsstoffwechsel spielen sich 
auf Kosten der chemischen Energie der Körperstoffe ab. Sobald aber 
durch den gestörten StoffwechselprozeB der Umsatz der chemischen 
Energie so geleitet wird, daß bedeutend mehr ,Q“ entsteht als normal, 
dann muß dieses eine Verminderung von ‚„F“ zur Folge haben. Um 
das gleiche zu leisten, muß in diesem Falle ein größerer Vorrat von 
. chemischer Energie umgesetzt werden, damit genügend ,,F“ entsteht. 
Dieses ist aber gleichbedeutend mit einer Erhöhung des Gesamtstoff- 
wechsels, sei es bei Leistung ‚‚innerer‘‘ (Grundumsatz) oder „äußerer“ 
(mechanischer) Arbeit. Steigerung des Grundumsatzes, abnorme Erhöhung 
der spezifisch- dynamischen Wirkung und unökonomischer Arbeitsstoff- 
wechsel, die nach Schilddrüsenaufnahme auftreten, lassen sich auf die näm- 
liche Ursache zurückführen und bedeuten im Grunde genommen das gleiche. 


Spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoffe. VI. 5 


Auf die hochinteressante Tatsache, daß bei Basedow und bei mit Schild- 
drúse behandelten Tieren die mechanische Arbeitsleistung weit weniger 
ökonomisch verläuft, haben in neuerer Zeit W. M. Boothby und J. Sandi- 
ford!), L. Asher und @. M. Curtis?), sowie F. Kisch?) hingewiesen. Da 
für unsere Lebensfunktionen die chemische Energie der Nahrungs- oder 
Körperstoffe die einzige Energiequelle darstellt,so ist es klar, daß eine 
hochgradige Störung der richtigen Ausnutzung dieser Energie mit einem 
Fortdauern des Lebens unvereinbar ist. Es treten gewöhnlich in 
solchen Fällen regulatorische Prozesse auf, welche eine Reduktion der 
zu hohen spezifisch-dynamischen Wirkung und sogar eine Herabsetzung 
derselben unterhalb der Normalwerte bewirken. Diese Frage wurde 
in der ersten Mitteilung dieser Beiträge ausführlich besprochen‘). 


Aus diesen Erörterungen geht deutlich hervor, welch große Be- 
deutung der Erforschung der Nahrungsverwertung zukommt. Wie die 
klinischen Erfahrungen der letzten Jahre gezeigt haben, wird die Er- 
mittlung der spezifisch-dynamischen Wirkung für diagnostische Zwecke 
erst dann herangezogen werden können, wenn die theoretische Ein- 
sicht in das Wesen dieses Vorganges besser begründet ist. Solange 
das Phänomen an sich nicht abgeklärt ist, können wir natürlich auch 
dessen Abweichungen nicht richtig deuten. 


Über die Ursache der spezifisch-dynamischen Wirkung wurde in 
letzter Zeit eine Reihe von Ansichten geäußert, von denen einige zur 
Lösung des Problems wesentlich beitragen können. Unstreitbar ist 
natürlich die Tatsache, daß OC" nur dann auftritt, wenn es zu einem 
Umsatz der chemischen Energie („U“) kommt. Ohne ,,U“ ist auch 
eine spezifisch-dynamische Wirkung nicht möglich, oder mit anderen 
Worten, die spezifisch-dynamische Wirkung ist eine Begleiterscheinung 
des allgemeinen Umsatzes der Nahrungsstoffe. Wenn dieses auch 
meistens zugegeben wird und wenn fast allgemein angenommen wird, 
daß die spezifisch-dynamische Wirkung mit den intermediären Stoff- 
wechselvorgängen nach Nahrungsaufnahme zusammenhängt, so ist es 
noch nicht entschieden, welche Prozesse es eben sind. Man hat an die 
Desaminierung der Aminosäuren als den wirksamen Faktor gedacht 
(LE Grafe?), E. Terroine, S. Trautmann, R. Bonnet®). Auch die Um- 


1) W. M. Boothby und J. Sandiford, Jouin. of the Americ. med. Assoc. 
81, 795, 1923. 

2) L. Asher und @. M. Curtis, diese Zeitschr. 164, 97, 1925; 167, 321, 
1926. 

3) F. Kisch, Klin. Wochenschr., 5, 697, 1926. 

4) J. Abelin, diese Zeitschr. 187, 273, 1923. 

$) E. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1915. 

8) E. Terroine, S. Trautmann, R. Bonnet, Bull. d. 1. Soc. d. Chim. biol. 
7, 351, 1925. 
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bildung der Aminosäuren in Keto- oder Oxysäuren wurde von G. Lusk 
als Erklärung der spezifisch-dynamischen Wirkung herangezogen. 
Doch haben alle diese Hypothesen kein festes Fundament finden können, 
und selbst G. Lusk, der zu den besten Kennern der Frage der spezifisch- 
dynamischen Wirkung gehört, kommt neuerdings zu dem Schluß, daß es 
zurzeit unmöglich ist, eine befriedigende Erklärung des Phänomens 
zu geben). In ihrer Totalität wird die spezifisch-dynamische Wirkung 
noch lange unerklärt bleiben, doch würde es einen großen Fortschritt 
bedeuten, wenn es gelingen sollte, wenigstens die wesentlichsten Faktoren 
dieser Erscheinung aufzuklären. Hier scheint uns ein Gedanke fruchtbar 
zu sein, der schon vor langer Zeit geäußert wurde, der in Vergessenheit 
geriet, der aber periodisch wiederkehrt, nämlich die Beziehung des 
Nahrungsstoffwechsels zum Kohlehydratstoffwechsel. Gestützt auf 
ältere Versuche von Seegen, Chaveau, Külz u. a., hat M. Rubner bereits 
vor 25 Jahren die Ansicht geäußert, daß die spezifisch-dynamische 
Eiweißwirkung mit der Umarbeitung des Eiweißes in Kohlehydrat 
zusammenhängt. Nach Rubner ‚würde die Theorie der Kohlehydrat- 
abspaltung der spezifisch-dynamischen Wirkung des Eiweißes und der 
N-haltigen Nahrungsstoffe überhaupt zugrunde zu legen sein und aus 
chemischen wie auch aus biologischen Gründen Beachtung verdienen‘‘?). 
Auffallenderweise hat aber diese Ansicht weniger Beachtung gefunden 
als eine andere Meinungsäußerung Rubners, wonach es sich bei der 
spezifisch-dynamischen Wirkung um einen Reiz auf die Zellen handeln 
soll. Der Ausdruck ‚Reiz‘ erklärt den Vorgang der spezifisch-dynami- 
schen Wirkung nicht und stellt mehr eine Umschreibung als eine 
Deutung der Erschließung dar. 


In neuerer Zeit wurde von verschiedener Seite auf die Bedeutung der 
Kohlehydratbildung für die spezifisch-dynamische Wirkung hingewiesen. 
H. Chr. Geelmuyden?) hat diese Frage einer besonders eingehenden Analyse 
unterzogen. Ebenso wie bei der Resynthese des Muskelglykogens ein Teil 
der Milchsäure verbrennen muß, um die für die Reaktion nötige Energie 
zu liefern, ebenso kann die Zuckerbildung bei der chemischen Verarbeitung 
der Nahrungsstoffe nicht ohne Zufuhr äußerer Energie erfolgen. Ein Teil 
der chemischen Arbeit kann durch exotherme Reaktionen bei der Zucker- 
bildung selbst geleistet werden. Der Hauptanteil entsteht aber nach 
Geelmuyden durch Kohlehydratverbrennung. In diesem Falle wird aber 
nach dem zweiten thermodynamischen Hauptsatz die chemische Arbeit 
ohne Wármeverlust nicht vollbracht werden können. ` Dieser Wärme- 
verlust bildet eben die spezifisch-dynamische Wirkung des Eiweißes und 
des Fettes'**). Zu diesem Schluß gelangt Geelmuyden auf Grund seiner Auf- 


1) Vgl. R. Weiss und D. Rapport, Journ. of biol. Chem. 60, 513, 1924. 

2) M. Rubner, Die Gesetze des Energieverbrauchs bei der Ernährung, 
S. 389. Leipzig und Wien, Franz Deuticke, 1902. 

3) H.Chr. Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 24, 1, 1925. 

4) Derselbe, ebendaselbst ?4, 17, 1925; Sperrdruck im Original. 
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fassung über die überragende Bedeutung der Kohlehydratbildung für den 
Organismus und auf Grund von gewissen thermochemischen Berechnungen, 
die in seiner zusammenfassenden Darstellung enthalten sind. Ähnliche 
Berechnungen wie Geelmuyden hat auch E. Aubel!) durchgeführt. Er weist 
auf die große Bedeutung des Auftretens von gekoppelten Reaktionen für die 
Erklärung der spezifisch-dynamischen Wirkung hin. Eine besonders an- 
regende Schilderung der dazu gehörenden Probleme hat neuerdings J. E. 
Johannson?) gegeben. Ferner haben O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier?) 
experimentell festgestellt, dal gewisse Aminosäuren eine Oxydations- 
steigerung in der überlebenden Leber veranlassen, und daß die Zunahme 
der Oxydation von einer Desaminierung begleitet wird. Fehlte die Des- 
aminierung, so blieb auch die Oxydationserhóhung aus. Am wirksamsten 
erwiesen sich bei der Leber Alanin und Asparagin. Glutaminsäure und 
Tyrosin haben schwächer gewirkt, fast ganz unwirksam war Glykokoll. 
(Es sei hier bemerkt, daß in den Versuchen von G. Lusk, E.Grafe am 
intakten Tier gerade (ilykokoll am stärksten wirksam war.) Nach 
O. Meyerhof und seinen Mitarbeitern kann die spezifisch-dynamische 
Wirkung des Eiweißes so erklärt werden, daß die desaminierten Amino- 
säuren in Gegenwart von Sauerstoff auf dem Wege über Milchsäure oder 
Brenztraubensäure zu Kohlehydrat synthetisiert werden. 


Von ganz anderem Gesichtspunkt ausgehend, ist der eine von uns 
im Laufe der Jahre ebenfalls zu der Ansicht gekommen, daß der Kohle- 
hydratstoffwechsel für die spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungs- 
stoffe von Bedeutung ist. In früheren Untersuchungen wurde auf die 
Bedeutung des vegetativen Nervensystems für die Stoffwechselvorgänge 
und für die spezifisch-dynamische Wirkung hingewiesen und zugleich 
die enge Beziehung der vegetativ erregenden Substanzen zum Kohle- 
hydratstoffwechsel analysiert. Eine große Reihe von vegetativ wirksamen 
Stoffen (wie Schilddrüsensubstanz, Tyramin, Phenyläthylamin, Adrenalin 
und andere) beeinflussen den Kohlehydratstoffwechsel, verändern aber 
zugleich den Grundumsatz und die spezifisch-dynamische Wirkung der 
Nahrungsstoffe. Besonders ausgesprochen ist diese Eigenschaft bei 
den Schilddrüsensubstanzen, welche neben den schweren Veränderungen 
im Kohlehydratstoffwechsel auch eine sehr starke Erhöhung der 
spezifisch-dynamischen Wirkung des Eiweißes und Zuckers und .selbst 
des Fettes bewirken. Eine ausführliche Schilderung dieser Thyreoidea- 
wirkung ist in den früheren Mitteilungen enthalten*). Aber nicht nur 
bei den Thyreoideapräparaten, auch in manchen anderen Fällen findet 
man ein Zusammentreffen der drei Faktoren: a) Veränderung im 


1) E. Aubel, L’action dynamique spécifique, Ann. de phys. et de phy- 
sicochimie biologique 1, 31, 1925. 

2) J. E. Johansson, Lehrb. d. physiol. Chem. von O. Hammarsten, 
11. Aufl., 1926, S. 714. 

3) O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meter, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 

4) Vgl. J. Abelin, diese Zeitschr. 129, 1, 1922; 137, 273, 1923; 149, 
109, 1924; 154, 52, 1924; Klin. Wochenschr. 1922 und 1923. 


8 I. Abelin u. B. Kobori: 


Kohlehydratumsatz, b) Erhöhung des Gesamtstoffwechsels und c) Zu- 
nahme der spezifisch-dynamischen Wirkung. Ein interessantes Beispiel 
dafür liefert die von M. Rubner aufgefundene sogenannte sekundäre 
spezifisch-dynamische Eiweißwirkung. Wird ein Hund einige Zeit mit 
Fleisch gefüttert, so steigt sein Stoffwechsel fortwährend an und erreicht 
zuletzt ziemlich hohe Werte. Eine Erklärung dieses wichtigen Phänomens 
scheint uns durch folgende Tatsachen gegeben zu sein. Nach den 
Untersuchungen von L. Asher und seinen Mitarbeitern D. Pletnew?), 
A. Tschannen?), H. Richardson?), J. Abelin und J. Corral?) hemmen 
größere Mengen von Eiweißabbauprodukten die Glykogenbildung in 
der Leber. P. Junkersdorff5) hat nun nachgewiesen, daß beim Hunde 
eine reichliche Fütterung mit Fleisch die Leber so gut wie glykogenfrei 
macht. Diese Störung des Kohlehydratstoffwechsels scheint uns 
in Analogie zu den Versuchen mit Schilddrüsensubstanz, mit Tyramin, 
Phenyläthylamin, mit Adrenalin für die Stoffwechselerhöhung nach 
reichlicher Fleischzufuhr verantwortlich zu sein. Die Erscheinung der 
sekundären spezifisch-dynamischen Wirkung bestätigt also die Tat- 
sache, daß es jedesmal zu einer Erhöhung der Oxydationen kommt, 
sobald die Blutzuckerbereitung nicht über die normale physiologische 
Stufe des Glykogens geht und sobald andere Wege eingeschlagen werden 
müssen (Umwandlung von Eiweiß in Zucker oder Übergang von Fett 
in Kohlehydrat). In der Tat haben E. F. Terroine, S. Trautmann 
und R. Bonnet®) berechnet, daß bei den Pflanzen die Entstehung von 
Kohlehydrat aus Eiweiß mit einem Verlust von 35 Proz. der umgesetzten 
Energie verknüpft ist, während der Übergang von Fett in Kohlehydrat 
einen Energieverlust von 23 Proz. ergibt. , 

Solche Steigerungen der Kalorienproduktion, die mit der Zucker- 
bildung aus Nichtkohlehydraten im Zusammenhang stehen, spielen 
sich auch physiologischerweise bei der spezifisch-dynamischen Wirkung 
der Nahrungsstoffe ab. Um diese Zusammenhänge weiter zu analysieren 
und neues Material zur Stütze dieser Ansichten zu sammeln, verfolgten 
wir die spezifisch-dAynamische Wirkung bei mit Phlorrhizin behandelten 
Tieren. Wir wählten eben diese Versuchsanordnung, weil hier der Ein- 
griff in den Kohlehydratstoffwechsel im Vordergrund steht. Unsere 
Versuche wurden an Ratten ausgeführt. Wir bestimmten zuerst den 
Grund- oder Erhaltungsumsatz der Tiere und fütterten sie dann mit einer 


1) D. Pletnew, diese Zeitschr. 21, 355, 1909. 

2) A. Tschannen, ebendaselbst 59, 262, 1914. 

3) H. Richardson, ebendaselbst 70, 170, 1915. 

4) J. Abelin und J. Corral, ebendaselbst 88, 62, 1916. 

5) P. Junkersdorff, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 192, 305, 1921. 

6) C. Terroine, S. Trautmann und R. Bonnet, C. r. hebdom. d. séanc. d. 
Pacad d. sc. 180, 1181, 1925. 
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bekannten Menge rohen Fleisches. Dann wurden die Tiere mit sub- 
kutanen Injektionen von Phlorrhizin behandelt. Darauf folgte wieder 
die Bestimmung des Grundumsatzes und der spezifisch-dynamischen 
Wirkung der gleichen Fleischmenge. Bald früher, bald später trat 
nach den Phlorrhizininjektionen eine recht beträchtliche Erhöhung 
der spezifisch-dynamischen Fleischwirkung auf. Normalerweise beträgt 
bei der Ratte die spezifisch-dynamische Fleischwirkung 10 bis 12 Proz. 
Nach Phlorrhizineingabe steigt sie sehr bedeutend an und erreicht 
Werte von 20, 30 und 40 Proz. Die erzielten Resultate sind in folgen- 
der Tabelle zusammengestellt. 


Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches 
vor nach 


, | der Phlorrhizinhehandlung 


Seit Sec Ge a A E 


Tabelle I 10,4, 8,2, 7,3, 12,3, 7,5, 11,3, 32,6, 17,5, 27, 35, 39,3 Proz. 
13,2 Proz. | 
„u 10,2, 8 Proz. Ä 10,3, 22, 30, 22, 22 Proz. 
„a E > 10 Proz. 16, 15, 23, 14,8, 19 Proz. 
$ AN 18, 16 Proz. 20, 19, 19,5, 19 Proz. 
„sv 13,2, 15, 7,1 8,7, 98 Proz. | [7,3, 5]*), 17,4, 49,8 Proz. 
a VI 9,2, 8,7 Proz. 11,3, 26.4, 16, 16,5 Proz. 
, NI 12,7, 11,4 Proz. 12,1, 36,1 Proz. 
, VHI 0, 0, 0 Proz. IO. 0, 077), 6,3, 10,4, 16,0, 
4, 22,8 Proz. 
» IX , 4, 5, 5,8 Proz. 0, 0, OI, 20, 8, 26,8, 10 Proz. 


D Nach Injektion kleiner Phlorrhizinmengen. In den nachfolgenden Versuchen wurde die 
Dosis erhöht. 


+) Phlorrhizin in alkobolischer Lösung. In den darauffolgenden Versuchen wurde eine 
Suspension von Phlorrhizin in Olivenöl eingespritzt. 


Wir sind der Ansicht, daß diese Versuche im Verein mit den 
früheren Ergebnissen und mit den theoretischen Vorstellungen über 
den Verlauf der Zuckerbildung es sehr wahrscheinlich machen, daß 
normalerweise ein großer Teil der spezifisch-dynamischen Wirkung 
mit der Bereitung von Kohlehydraten im Zusammenhang steht. Unter | 
besonderen Bedingungen, wo nicht die Zuckerbildung, sondern die 
Bildung von Körpereiweiß oder die Entstehung von Fett im Vorder-; 
grund steht, sind natürlich die intermediären chemischen Stoffwechsel- 
prozesse anderer Natur. In solchen Fällen muß auch die spezifisch- 
dynamische Wirkung andere Werte annehmen. 

Was den Einfluß des Phlorrhizins auf den Grundumsatz betrifft, 
s0 ergeben unsere Versuche, wie diejenigen früherer Forscher, kein 
einheitliches Bild. G. Lusk!), Mandel und Lusk?), Bélak3) u. a. sahen 


e 


1) G. Lusk, Zeitschr. f. Biol. 42, 31, 1901. 
?) Mandel und Lusk, Amer. Journ. of Physiol. 10, 47, 1903. 
3) Belak, diese Zeitschr. 44, 213, 1912. 
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nach Phlorrhizinzufuhr bald Erhöhungen, bald Senkungen des Gas- 
'wechsels. Allerdings sprechen die neuen Versuche von G. Lusk!) dafür, 
daß Injektion von Phlorrhizin den Grundumsatz erhöhen kann. Bei 
Ratten fanden P. Hari und Aszodi?) unter Phlorrhizineinfluß eine Er- 
niedrigung des Gaswechsels, die aber in unseren Versuchen außer- 
ordentlich selten in Erscheinung trat. 


In den allermeisten Fällen war bei unseren Tieren der Grund- 
umsatz nach wiederholten Phlorrhizininjektionen wenig verändert, nur 
bei einigen Ratten war eine Steigerung des Basalstoffwechsels fest- 
zustellen. 


Zuletzt noch eine Bemerkung über die Nomenklatur, die bei allen 
Fragen ähnlicher Art nicht ohne Bedeutung ist. ‚Nomen est omen“. 
Der Ausdruck ,,spezifisch-dynamische Wirkung“ ist in der Literatur 
eingebürgert und es wird nicht leicht sein, ihn durch eine andere Be- 
zeichnung zu ersetzen. Trotzdem muß dies versucht werden, wenn 
ein neuer Name zum Verständnis des Vorgangs beitragen kann. Die 
Bezeichnung „spezifisch -dynamische Wirkung“ ist leider nicht sehr 
glücklich gewählt. Rubner wollte es eben vermeiden, die damals noch 
völlig unabgeklärte Erscheinung der spezifisch-dynamischen Wirkung 
irgendwie näher zu charakterisieren. Er schreibt darüber folgendes: 
„Um nicht zu präjudizieren, will ich... für diese wármemehrende 
Eigenschaft der Kost den Ausdruck spezifisch-dynamische Wirkung 
wählen‘). Wenn es nun nach 25 Jahren gelungen ist, gewisse Vor- 
stellungen über den Vorgang zu gewinnen, so ist nichts dagegen einzu- 
wenden, wenn an Stelle des ‚„nichtpräjudizierenden‘“ ein bestimmender 
Name tritt. Die spezifisch-dynamische Wirkung ist in allererster 
Linie der Ausdruck der intermediären chemischen Stoffwechselarbeit nach 
der Nahrungsaufnahme. Wir möchten sie daher als ‚‚intermediäre 
chemische Nährstoffarbeit‘‘ bezeichnen. Dieser Name scheint uns das 
Wesen der Erscheinung schärfer zu umschreiben als der Ausdruck 
„spezifisch-dynamische Wirkung“. 


Die Bezeichnung von Johansson!) ‚„Assimilationsarbeit‘ ist unserer 
Ansicht nach insofern nicht ganz geeignet, als es sich bei der spezifisch- 
dynamischen Wirkung nicht nur um Assimilations-, sondern auch um 
Dissimilationsprozesse handelt. Die Assimilation ist das Endergbnis 
des Vorgangs und auf dem Wege zu diesem Endziel entsteht die ver- 
mehrte Wärmebildung. Diese Tatsache scheint uns in der Formulierung 


1) G. Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 598, 1915. 

2) P. Hári und Aszodi, diese Zeitschr. $7, 176, 1918. 
3) M. Rubner, l. c., $. 82. 

4) J. E. Johansson, Le, $. 743. 
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„intermediäre chemische Nährstoffarbeit‘‘ deutlicher zum Ausdruck 
zu kommen. 


Eine Verständigung über die Nomenklatur wäre schr zu begrüßen, 
denn in letzter Zeit werden auch rein pharmakologische Stoffwechsel- 
erhöhungen als spezifisch-dynamische Wirkung bezeichnet, was die 
klare Erfassung des Begriffs noch mehr erschwert. 


Experimenteller Teil. 


Sämtliche Versuche wurden an Ratten ausgeführt. Es wurde zuerst 
der Erhaltungs- oder Ruheumsatz bestimmt, dann begann die Verfütterung 
von Fleisch und die Ermittlung der spezifisch-dynamischen Wirkung. 
Das Fleisch wurde von den Tieren gewöhnlich innerhalb 1, bis 11, Stunden 
gefressen. Tiere, welche sich an die Fleischaufnahme nicht gewöhnen ließen, 
wurden von den Versuchen ausgeschaltet. Nach Feststellung der normalen 
spezifisch-dynamischen Fleischwirkung begann die Injektion von Phlorrhizin. 
Es wurde ausschließlich subkutan eingespritzt, wobei das Phlorrhizin in 
Olivenöl suspendiert wurde. Die Auflösung des Phlorrhizins in verdünntem 
Alkohol hat sich nicht bewährt. Zwar kann man auf diese Weise das 
Phlorrhizin in gelóster Form einverleiben, doch entstehen dabei leicht 
Hautnekrosen, und die Wirkung des Phlorrhizins ist bei dieser Appli- 
kationsart schwächer als bei Eingabe in Ölsuspension (vgl. Versuche 
1708 bis 1713, 1732 bis 1735). Ratten erweisen sich ziemlich wider- 
standsfähig gegenüber Phlorrhizin. Es wurden zuerst Mengen von 
25 bis 75 mg Phlorrhizin pro die für etwa 200g schwere Tiere ver- 
wendet. Diese Dosen sind zu gering, obwohl sie zur Glykosurie führen. 
In den späteren Versuchen wurden 150 bis 200 mg Phlorrhizin ge- 
braucht, in einzelnen Fällen kamen 300 mg zur Anwendung. Der Ein- 
fluß des Phlorrhizins auf die spezifisch-dynamische Fleischwirkung 
zeigt sich nicht unmittelbar nach Beginn der Einverleibung, sondern 
erst beträchtlich später. Es müssen wahrscheinlich die Organvorráte 
an Glykogen ziemlich erschöpft sein, bevor die erhöhte spezifisch- 
dynamische Fleischwirkung zum Ausdruck kommt. Ist nun dieses Stadium 
erreicht, so steigt die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches um das 
Zweı-, Drei- bis Vierfache des normalen Wertes. Nach dem Aussetzen der 
Phlorrhizindarreichung kehrt die spezifisch-Aynamische Fleischwirkung 
ziemlich bald zum ursprünglichen Wert zurück. Nicht selten findet man 
in dieser Nachperiode eine Senkung der spezifisch-dynamischen Wirkung 
und des Grundumsatzes. 


Die Phlorrhizinbehandlung wird von den Tieren gut ertragen, wenigstens 
sind uns so gut wie keine Tiere daran zugrunde gegangen. Nur muß man 
für reichliche Wasserzufuhr sorgen, da die Tiere kurz nach Beginn der 
Phlorrhizininjektion einen ziemlich starken Durst bekommen. 


Unter dem Einfluß des Phlorrhizins werden die Tiere häufig empfind- 
licher gegenüber einer Erhöhung der Außentemperatur. Die erhöhte 
spezifisch-dynamische Fleischwirkung ist mit einer vermehrten Würme- 
abgabe verknüpft. Bei der kritischen Temperatur der Versuchstiere, d. h. bel 
einer Außentemperatur von 28°, ist eine vermehrte Wärmeabgabe erschwert, 
es kommt leicht zum Schweißausbruch. Analoges findet man auch in 
anderen Fällen, z. B. nach Schilddrüsenfütterung. 
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Tabelle I. Ratte 


| 
| 


O,» 
Datum Art der Behandlung. Beginn des Versuchs Ele Seed Dee: 


| 


| 5 
RO | 0,78 | 1,33 1,25 
- 6 g gekochtes Rindfleisch, 1b nach der Aufnahme |: 1,24 | 2,57 | 2,40 
7g rohes Rindfleisch, 1510’ x | 0,86 240 | 2,28 
TE >, a 50 p >» > 1.35 | 240 | 2,24 
Nüchtern . 2 2 2 2 m m nr re. | 1,43 ` 2,62 2,40 
10 g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme | 0,90 3,55 | 2,94 
9g , S 50 po p A | 1,22 2,71 | 2,55 
Nüchtern . .. se. 2 &. 8.2.5 Ae, rer , 0,70 | 1,44 | 1,38 
10 g rohes Rindfleisch, 110’ nach der Aufnahme | 1,32 3,08 | 2,96 
Nüchtern `... | 0,58 1,52 | 1.43 
10 g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme | 1,66 | 3,16 | 3,01 
Nocher A di ee RR EE 
5 g rohes Rindfleisch, 1b nach der Aufnahme . | 
_108 ” bad 1b y y” n | 
. | 0,05 g Phlorrhizin injiziert. | 
e VL. |; Nüchtern:.; agi ze gia were ei | 
e In | 0,025 e Phlorrhizin injiziert. 
1593 | 11. VI. | Nüchtern . . >: 2: EEE nn 


! 
| 
1594 | 11. VI. | 10g rohes Rindfleisch, 1b nach der Aufnahme 1,13 2,80 | 2,43 
12. VI. | 0,050 g Phlorrhizin injiziert. 
| | 
| 


1595 ¡ 13. VI. | 10g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme 2,00 * 3,08 * 2,90 
| a Ke N 0,03g Phlorrhizin injiziert. | | 
"20. VI || 003g i ; | 
1596 | 22. VIL | Nüchten . o... | 0,47 | 1,32 | 1,20 
1597 | 22. VI. | 10g rohes Rindfleisch, 1b nach der Aufnahme | 1,64 | 3,17 ¡ 2,89 
| d | | 
| e We | 0,075 Phlorrhizin injiziert. | 
1598 | 25. VI. d Nüchtern `... 1,13 | 1,96 | 1.89 
1599 | 27. VI. ' 10g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme | 1,11 | 3,27 2,99 
i | 
, SR Ss 0,1 g Phlorrhizin injiziert. | | | 
"1600 | 2. VII.. 10g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme 1,49 | 3,18 | 3,25 
, 8.VIL , 0,075 g Phlorrhizin injiziert. | 
1601| AV | Nüchtera aus ans era d? 152 | 232 | 2,27 
6. VII. * 0,075 g Phlorrhizin injiziert. j | 
ı 7.VO. | Oig ý S i 
1602 | 8.VII. |; 1g robes Rindfleisch, 1520’ nach der Aufnahme | 1,25 | 3,11 | 3,03 
1603 ¡| 11. VII. | Nüchten `... 1 0,78 | 1,31 | 1,21 


wei), Männchen. 


WM 


1.42 
1113 
1178 


1.169 | 


0.748 
OCH 
UNC 
1,12 


(en 


0536 
072 


< 
t 
SS 


CO, 


180 | 
1,76 | 
203 
1,88 
1,89 
1,79 
2,19 
1,89 
1,86 
191 
1.97 
201 
1,77 
1.92 
2.09 
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| Salo; 
| | bildu 
| e g gg 


pro kg und Stunde 


1,76 | 6,07 
1,65 | 5,60 
190 | 6,45 
1,78 | 6,05 
1,77 | 6,00 
1,64 | 5,59 
1,81 | 6,28 
1,78 | 6,03 
1,78 | 6,03 
1,83 | 6,20 
1,85 | 6,28 
1,91 | 6,47 
1,65 | 5,62 
1,77 | 6,04 
1,88 | 6,41 
1,68 5,66 
| 
1,54 | 522 
1,69 | 5,81 
2,04 6,92 
1,62 . 5,53 
1,91 | 6,50 
163 | 5,51 
2,05 7,00 
2,22 7,43 
1,60 | 5,89 
2,22 | 7,51 
1,75 | 5,96 
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| Kalos | AE 
Co, O; | rienbild. | 5 EE 5 Gewicht pane S Temperatur 
nat 23 der Vero e 
Mn lcd der oa, | 3552| Ratte | suche | Kasten 
N zelnen Perioden 3 Proz g Stdn. e 
e núchtern Mittelwert E 266,94, 5 | 28—29 
178 | 1,71 | 5,8% 252,27 | 3 28—30 
10,45 |253,13| 5 28—30 
8,23 [256,05 5 28—30 
7,31 | 253,76 5 28—30 
24333 6 28—30 
12,34 | 269,81 6 28—30 
261,02 5,5 | 28—30 
| 258,54, 3 29 
268,85) 6 28—30 
257,55 3 29—30 
26242 6 29--31 
262,17. 3 29—30 
| 747 (26243, 4 29—30 
| 118,25 254,701 6 | 28-30 
ne | | 
| 237,68| 7 28— 31 
df 
23345: 3 28—30 
vr 123937: 6 29-30 
| 39,57 | We 55 29-30 
| | 
| an 63 3 | 28-29 
17,54 252,52 6 28-29 
231,72 | 5 28—30 
| 27,04 24242 6 29—30 
| | | 
i | 34,85 Pr 6 | 29—30 
| D 37 6 29—30 
! | 
Ke 33 foont 6 29—30 
| 230,49: 8 28—29 
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Tabelle II. Ra 


| 
Nr. ` í 
go | Datum Art der Behandlung. Beginn des Versuchs don Bildung | S 
suchs | | | ne 
1925 | i ¡8 SANS 
| 
1604 |! 4. VIII. ! Nüchtern `, 2 2 2: 2 2 aa | 1,04 1,98 1 
1605 | TNT. Nüuchtern. 25 en e e 2 Bra ka e dë 1,27 | 1,85 1 
1606 ‚10. Vo | Nüchtertn 2 2 oo oo en 1.93 ı 2.41 2, 
1607 12. VIII. 10g rohes Rindfleisch, 1h 20’ n. d. Aufnahme. | 1,26 | 2,60 | 2, 
1608 24. VII. 9g = z 1b 30" n. d. H NV 1,34 2,28 | 2, 
1609 26. VIII. | Nüchtern . . 2 2 2 2 Em nn nen 122 201| 1, 
30, VIII. |, 75 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. re, 
1610 At. VIIL | Roden... Lg. 2,05 | 2, 
1. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1611, 2. IX. |INüchtern `... | 0,84 ı 221. 2; 
| 4. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1612. 5. IX. || 10g rohes Rindtleisch, 1b 20’ nach d. Aufnahme | 1,30 , 2,73 | 29, 
ı 6. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1613 7. IX. | 10g rohes Rindfleisch, 1b 15’ nach d. Aufnahme ' 1,4 2,85 | 28 
8 IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1614 | 9. IX. | 10g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme. 1,55 | 3,00 | 2,9 
IL IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | Ze 


1615 11. IX. 9g rohes Rindfleisch, 1b 30’ nach d. Aufnahme | 1,33 | 2,90 | 
13. 1X. " 100mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1616 14. IX. | 10g rohes Rindfleisch, 1b 15’ nach d. Aufnahme | 0,95 2,86 ¡ 2,8 


Tabelle III. Ratt 


u a 


E Datum. An der Behandlung. Beginn des Versuchs E = en „ver 

suchs | i 

E E el. g 
| 

1617 4. VIII. | Nüchtermis se 2. de a se Bo er A 0.93 | 2,29 | 2,1: 

1618. T: VIL A Nüchterns eo ee 22. #28 2 won 4 097 | 195 | 1,9 

1619 10. VII. | Niehtern `... 1,32 | 254 | 2.4 

1620 12. VIII. * 10g rohes Rindlleisch, 130°... ...... | 0,86 | 2,73 ' 2.5 

1621 24. VIII. | 8g a S 1h 20’ nach d. Aufnahme ' 0,96 | 2.35 ' 2,2 

1022 20: VII.) Auchtern.;. a e ee 22... 22.8 8%. 8 Saale 076 215 ' du 
‚31. VIM. ` 75 mg Phlorrbizin subkutan injiziert. i 

1623 "St VII. Nnehtern. e x % sosa s 222.8» w 2 E ' 1,09 | 2,13 | 2,18 
1 IX. 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 

10245, de LA. Nüichterne fe. 2. 2 Ss Sau e a e A | 117 | 223 | 2.24 

4. IX. , 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | | 
1625 | 5. IX. | 10g rohes Rindfleisch, 15 nach der Aufnahme 1,61 | 2,95 2,08 
6. IX. || 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. i | 

1626 | 7. IX. 10g rohes Rindfleisch, 12823 ........ 1,56 | 2,92 2,87 
IR IX. 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | | 

1627 : 9. IX ` 10 e rohes Rindteiseh, Ihr, | 1,71 | 316 | 3,15 


10. IX. 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1628 11. IX. 10g rohes Rindtleisch, 1h nach der Aufnahme 0,81 | 296 | 2.92 
13. IX. 100. mg Phlorrhizin subkutan injiziert. i 
1629 14. IX. 10g rohes Rindtleiseh, 1b nach der Aufnahme !| 1,95 | 3,16 | 299 
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en blau, Männchen, 


Kalos as | | 


K los e ische 
Dee idune | Wirkung Lem) Dec A, 
Kalorien» R er» es 
cl bildung | | suche | Kastens 
zelnen Perioden ı Proz. g Stdn. DC 
| | 
| 251,18, 5 | 27—28 
24847 | 5 | 27—28 
¡258,92 | 6 | 28—29 
10,2 265,28 | 5.5 | 28—29 
80 '27678| 5 | 28—29 
4,99 ` 27149 | 5 | 28—29 
1,52 | 5,10 | | 27440 | 5 | 28-29 
1,76 : 5,90 5,50 052,94 5 | 28—29 
1,84 6,19 į 108 |2858| 6 | 26—28 
L 198 200 6,72 | 22 238,99 | 6 | 28—29 
[i 
Zum 211 710 30 235,15 | 6 | 26—28 
F mp 2,02 6,82 | 22 236.02 | 6 | 27—28 
P 205 2,01 , 6,77 | 22 232,49 | 6 | 27—28 


| o ; Kalos | Spezifische | | 
2 Kos | CO, Os | bildung || | Wirkung E Geigend Dayer arl 
ildung ” —————— i Vers d 
Kalen, ` Ra er es 

g | pro a uoe Stunde m KA SCH atte suchs | Kastens 
pro kg u und Stunde | zelnen Perioden ` Stunde ' zelnen Perioden Proz. g Stdn. C 

1,56 | 5.32 Ä | 27222. 5 | 28—29 

1.45 | 488 265.71 | 5 | 26—28 

1,50 | 505 | 27685 | 6 | 28—29 

163 | 554 10 28611 | 55 | 27-29 

152 | 514 | 29671 | 5 | 28—29 

1.40 | 4,74 50 ` 291,84 | 5 | 28—29 
I ON i í WE 

1,52 510 ! | | | 28748. 5 | 27—28 

| 
1801,60 | 5,89 52 2799 5 2798 
| | | 

180 182 611 1 | 16 127312. 6 26—28 
182 179 6,03 | | 15 267,27 6 | 27—28 

i 195 1.95 6,55 | | om |269 5 6 ' 26—28 
> 181 1.78 | 6,01 | | | 14,8 Ex Ai 6 | 26—27 

¡ 
Po1% 185! 626 | | 19 a get 6 28—29 
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Tabelle IV. Ratte, Beinc 


> EE m In nn U I 


| 


Nr. . CO. 
EE EE Datum | Boa en Bildung Bildung SN 
| 
| 1925 ' a SES Sg 
E vil. | Nuehter >) ie ds A a ee S 193 | 211 |2 2 
16301 A VIE... Nūchteris 0 de a 2% eg 1. = 191 ' 1 
1631 ¡ 10. VHI. " Nëchtern `... e 2,56 | 2 
1632 112. VIII. || 9g rohes Rindfleisch, 1b 30” nach der Aufnahme 1 CH 2,75 2 
1633 | 24. VIIL | 10g „ > 1h e 7 171 | 309 2 
1634 1,26, VIII. | Nüchtern. e, | 082 | 214 | 2 214 | 2 
30, VIII. 1] 75 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 1 | 
1635 „31. VII. ¡| Nüchtern . . . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 nr 2 2 0 0. | 0,98 ` 2,38 | 2 
| 1. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1636 2... IX, Nüchtern A 24 se 8 00. me er a 0,86 | 2,28 ı 2 
A IX. ` 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1637 | 5. 1X.¡ 10g rohes Rindfleisch, 1h nach d. Aufnahme .: 0,97 | 2,74 | 2 
6. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1638 | 7. IX. 10 g rohes Rindfleisch, E35 `... "130 309 |3 
8. IX. | 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1639: 9. IX. 10 g rohes Rindtleisch, 1b 20’ nach d. Aufn.. . 120! 3,00 | 3 
V 0. IX. : 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | | 
1640 ' én IX. 10g rohes Rindfleisch, bo... 2 2 2 2 2. 1,92 2,95 | 2 
p . IX. | 100g Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1641 |14. IX. 10 g rohes Rindteisch, 1b nach d. Aufnahme . | 1,36 3,01 | 3 


Versuchsserie I. 


Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches vor der Phlorrhizin- 
behandlung schwankte bei diesem Tiere zwischen 7 und 13 Proz., lag also 
durchaus im normalen Bereich. Am 8. Juni begannen die Phlorrhizin- 
injektionen, und bereits am 13. Juni treffen wir eine spezifisch-dynamische 
Fleischwirkung von 32,57 Proz., die während der Normalperiode vom April 
bis Juni niemals zur Beobachtung kam. Es handelt sich hier allerdings 
um ein Tier, welches auf die Phlorrhizindarreichung ziemlich stark reagierte. 
In den nachfolgenden Versuchen betrug die spezifisch-dynamische Fleisch- 
wirkung 17, 27, 35 und 39 Proz., also durchweg höhere als in den Normal- 
versuchen. Der Ruheumsatz dieses Tieres wurde durch das Phlorrhizin 
wenig beeinflußt, bei manchen anderen Tieren erhöhte das Phlorrhizin 
deutlich den Gaswechsel. Die Körpergewichtsabnahme betrug etwa 10 Proz. 


Versuchsserien II, III und IV. 


Bei dem Tiere der Versuchsserie II kamen etwas größere Phlorrhizin- 
mengen zur Anwendung, die Versuchsdauer betrug etwa 113 Monate. Die 
ersten Injektionen von Phlorrhizin brachten keine Veränderung der spezifisch- 
dynamischen Fleischwirkung, diese bleibt am 5. September nach dreimaliger 
Phlorrhizineingabe auf der gleichen Höhe wie in den Normalversuchen 
und beträgt 10 Proz. Dann steigt sie aber auf 22 und 30 Proz., also auf den 
doppelten bis dreifachen Betrag des normalen Wertes. Parallel der 
Phlorrhizinwirkung verläuft die Abnahme des Körpergewichts, die gegen 
Ende des Versuchs besonders deutlich ist. 


Spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoffe. VI. 17 


ba Männchen. 


Kalos 


Kalos A ae: Spezifisch» Gs < 
CO, Os vg CO» Oz mien» | dynamische Gewicht Dauer | Temperatur 

2 riens bildung Wi l de des a 

| bildung i irkung der er Ve ‚des 
| > , Kaloriens Ratte os Kastens 

= g pro kg und Stunde im bildung suchs 
= Mittel während der 

pro kg und Stunde A PS einzelnen Perioden Proz. g Stdn. oC 
1.62 1,55 | 5,24 260,0 5 29—30 
1.55 1.47 | 4,99 247,03 5 27—29 
1.60 1,48 | 5,05 266,93 6 28—29 
1,84 | 1,74 | 5,91 18 871,38 | 5,5 | 28—29 
1,79 | 1,71 | 5,78 | 16 287,85 6 | 28—29 
1.51 1,42 | 4,81 5.00 283.78 5 28—29 
1,73 | 1,70 | 5,72 275,89 5 28—29 
1 73 1 75 5.89 5.8 263.67 5 27—28 
1.75 | 1,79 | 6,01 260,83 6 26—27 
2.09 2.07 6.98 2) 246,53 6 28—29 
2,04 2.04 | 6,86 19 245,41 6 21—28 
2.06 2.06 | 6,92 19,5 238,98 6 27—28 
2,05 | 2,05 | 6,89 19 244,09 | 6 27—28 


Bei der Versuchsserie III handelt es sich um einen gleichzeitig aus- 
geführten Parallelversuch, der im allgemeinen das gleiche Bild ergibt wie 
die Serie II. Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches ist nach 
der Phlorrhizindarreichung deutlich höher als vor derselben. Der Grund- 
umsatz hat bei diesen beiden Tieren durch das Phlorrhizin keine in Betracht 
fallenden Veränderungen erlitten. Dagegen handelt es sich bei der Versuchs- 
serie IV um ein Tier, welches auf die Phlorrhizinzufuhr mit einer Erhöhung 
des Grundumsatzes reagierte. Dieselbe betrug rund 16 Proz. Auch die 
spezifisch-dynamische Fleischwirkung war bei diesem Tiere in der Normal- 
periode höher als bei den anderen Tieren. Dementsprechend hat hier die 
Phlorrhizineingabe so gut wie keine Veränderung mit sich gebracht, trotz- 
dem wir in der Phlorrhizinperiode nach Fleischzufuhr eine Kalorien- 
bildung von 6,8 und 6,9 gegenüber 5,8 und 5,9 in der Normalperiode finden. 
Dieses Tier ist das einzige, bei welchem die Phlorrhizininjektion keine 
Veränderung der spezifisch-dynamischen Fleischwirkung erzeugte. 


Versuchsserie V. 


Hier wurde in einer größeren Reihe von Versuchen die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Fleisches vor Beginn der Phlorrhizininjektionen 
bestimmt. Als Durchschnitt ergab sich eine Erhöhung der Kalorien- 
produktion von 10,8 Proz. Darauf wurde an einzelnen Tagen Phlorrhizin 
einverleibt. Kleinere Dosen wie 25 bis 30 mg erweisen sich wirkungslos 
und die spezifisch-dynamische Wirkung fällt am 11. und am 13. Juni noch 
niedriger als während der Normalperiode aus. Nach wiederholter Einspritzung 
von 75 bis 100 mg Phlorrhizin pro dosi steigt die spezifisch-dynamische 
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Tabelle V. Ratte 


1656 | 
1657 
1658 | 


| 
1659 
1170 


1671 


1672 
1673 
1674 


1675 
1676 


D m= 
bech 


EEE FE 


copla 
| Art der Behandlung. Beginn des Versuchs Bildung Bildung | che 
| 
BE i g 
NI laa E EE | 1,06 | 1,82 | 1,77 
a u Sea E EE 0,70 | 1,04 | 0,98 
7g rohes Rindfleisch, 12 nach Aufnahme | 1,24 | 2,01 | 1,84 
|| Nächten. . . .. o... o... ........ 1,26 | 1,97 | 1,8€ 
. | 7 g rohes Fleisch, 1h nach Aufnahme . . . . . 0,97 | 1,96 | 1,6% 
i Ré a e. IR. 5 N ren 1,56 | 2,38 | 2,11 
sl IU I. NS ee DA 0,71 106 LO 
10g rohes Rindfleisch, 1b nach Aufnahme | 2,12 | 2,30 | 2,08 
NOE 3 8 A "e e | 1,64 | 2,40 | 2,1€ 
: | Ne II EE E EE 0,67 | 1,21 | 1,0£ 
. | 7g rohes Rindfleisch, 1h nach Aufnahme 0,94 | 2,16 | 1,9€ 
Na ed 0,73 | 1,07 | 0,9 
> INACIO OS] 00 
N | 6,5g rohes Rindfleisch, 1h nach Aufnahme 1,48 | 1,91 | 1,74 
d ` 50mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert | | 
VL | 28mg n s n e e, / 
VI. || 25 mg ” n ” ” n f 
VE INN A se SE AAA A e 2,00 | 2,45 | 2,4” 
EK AA d ee e, ee a e A 0,52 | 1,18 | 1,1: 
VI. | 10 g rohes Rindfleisch, 1h nach Aufnahme. . . 141 | 258 2,41 
VI. | 50 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
VI. 7g rohes Rindfleisch, 1h nach Aufnahme | 0,94 | 226 | 2,2 
VI. | 30 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert | 
EL, | 30 mg D ` — n n | 
VI. | 30 mg e e $ a | 
VEN Buchst a a EA 0,52 | 1,18 | LA 
VI. | 75mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert | 
VI. | 75 mg à é ` e m | | 
TEN Noch, Su tr DEE | 114 | 1,82 Lë 
VI. , 100 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
VI. | 100 mg S 
VII. | 10g Rindfleisch, 1h Zë Jotas E do I 1,74 | 2,68 | 2.6 
VII. | 75 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | | 
KEE Je NACI Ae 3 Ef dd 1,75 | 1,99 | 19 
VII. | 75 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
VIL | 75mg A 
VII. 10g rohes Fleisch, 1h om nach tai EA | A A 
VI. 8g rohes Rindfleisch, 1b nach Aufnahme "0,88 | 229 | 2,1: 
AAA AA E 1,32 | 2,06 | 2,0% 
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Feibchen. 
ass Kalos | Spezifische E 
CO; Oz Sé i : bildung, d o en Dauer Temperatur 
RQ. l bildung pro kg und Stunde im | a Ratte a Kastens 
' Mittel während der ‚| bildung Ñ 
pro kg und und Stunde ep einzelnen Perioden | Proz. g Stdn. oC 
ES | 215 5 | 27—28 
208 3 28—29 
13,2 213 5 28—29 
i 204,5 6 28—29 
| ` 219,7 5 28—29 
' 15,0 219 55 | 28—29 
| 213 3 28 
| 71 220,8 55 | 28—29 
225 6 27—29 
| | 217,7 3 28 
8,69 221 5 27—28 
204,5 3 27—29 
| 200,4 3 28—29 
| | aan | 2038 | 5 | 27—28 
In Durchschnitt 10,80 TE 
| 201 | 7 28—30 
| 207,9 3 28—29 
7,28 211,5 6 28—29 
| 5,00 213 55 | 28—29 
| 
| 
Lo 178 , 1,70 u. 2215 | 3 | 26-28 
| | 
LG 1,71 1,69 | 5,70 | | 213,0 5 27—30 
LO 2.00 | 1,99 | 6,69 | 17,4 223 | 6 | 28—29 
| | | 
La 1,50 | 1,49 | 5,02 221,3 6 28—29 
| | | 
a 2,27 | 2,23 | 7,51 | 149,8 2035 | 6 28-29 
51.77 | 1,64 | 5,59 ' | | | | 234,7 5,5 | 27—29 
és 1146 | 1,42 | 4,80 | ı 234,4 6 28—29 
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Tabelle VI. Ratt 


) HO, | CO.» z 
Art der Behandlung. Beginn des Versuchs Bildung | Bidag „ver 
CARE 
N PT A RE ER | 0,83 | 1,00 | 0,9: 
9,5 g rohes Fleisch, 1b nach Aufnahme . . . .|| 1,34 | 230 | 2.0 
A E A AI 1 0,65 | 0,95 | 0,9 
6,5 g rohes Fleisch, 1h nach Aufnahme | 0,87 | 1,40 | 1,3. 
. VI. | 50 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. | 
ER RR IRRE | 235 | 221 | 22 
. VI. | 25 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. | 
; y 25 mg n n n nm n 
a EE ln EE DE EE EECH 0,81 | 1,01 | 1,0. 
. VI. || 10g rohes Fleisch, 1h nach Aufnahme . . . .|| 142 | 2,43 | 2,3: 
. VI. | 50 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
. VI. | 7g rohes Fleisch, 1h nach Aufnahme. . . . . OL 129091324 
. VI. || 30 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. | 
. VI. | 30 mg a è » » el 
3 wg 30 mg n n n n n 
$ = 15 mg n ” D p ” 
. VI. || 100 mg S à e a A 
NU | 100 mg e > A n | 
2. VII. | 10g rohes Rindfleisch, 1h15’ nach Aufnahme . I 2,33 | 2,50 | 2,4: 
BEN NER a wé be, Ke ei ae ER 1,49 | 2,10 | 2,1: 
3. VIL. | 75mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. | 
6. VII. | 75mg 5 x a dé e 
I VD 100 mg = | 
1686 | 8.VII. | 10g e H Fleisch, 1515’ nach Aufnahme . . . | 1,25 | 240 | 2,8 
AA NA erase e nan | 0,54 | 1,09 | 1,0 
1688 | 14. VII. | 7g rohes Fleisch, 1530” nach Aufnahme . . .| 1,41 | 2,23 | 2,1 
1689 || 17. VIE i 10% - > RRE" -j y aaa e | Zar aa 
1690 i AL VEL: |, INCITA: ie e a u ART A | 1,46 | 1,86 | 1,71 
Tabelle VII. Ratt 
1691 | 11. IL | a. aa ee | 0,88 | 2,60 | 2,5 
1692 | 14. II | A ën Äer ne De E deer A | 0,69 | 1,68 | 1,6 
1693 | 24. U. | 8g rohes Rindfleisch, 1h15’ nach Aufnahme. .| 1,97 | 3,69 | 3.4: 
1694 | 26. II. || 8g a 1h A A > 1,40 | 3,64 | 3,4: 
1995 198: TE.) VU san a 3 ne a Een 1,09 | 258 | 2,3 
| 2. III. | 40 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | | 
| 3. UL || 20 mg e p e | | 
1006.18. 08: N Dee AC Sege ae o rd a 1,05 | 1,66 | 1,6: 
| 6. HL | 40 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1697 UM Mieten. 2.3 A de ae re er Ne 1029 1 2:01 | Se 
9. II. ' 50 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. | 
1698 || 11. IH. A A re E 1,2 1,81 1,6 


25 , l 
1699 || 11. III. | 8g Rindfleisch, 1530” nach Aufnahme . . . .ı 148 | 2,83 | 2,5! 
12. III. | 20 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
14. III. | 50mg 
1700 je: HL | 3g Tr aubenzucker, 30’ nach Aufnahme . . 148 | 2 
So . II. ` 50mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
1701 . UI. | 8g Rindfleisch, 1b nach Aufnahme. . . . . . |, 1,57 
D CA der Normalperiode. 
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Kalos co O Kalo» | 3233| t 
une | 2 2 | bildung 3 23 we Gewicht Greg Temperatur 
i bildung | KE E ze | Ver E es 
| ro kg und Stunde im ` SES =. tte | suchs EES? 
' Mittel während der ein | PUMA! 
ee EE GE 
| 1808 | 3 | 28—29 
923 186 6 | 27—28 
1,84 | 1,75 | 5,92 1718 | 3 | 27—28 
2,04 | 1,90 | 6,45 , 8,70 | 1736] 4 | 28—29 
ae u 
1705 7 28—30 
| | 174 3 | 28-29 
113: 1814| 6 | 28—29 
| 
264 | 1808| 5 | 28—30 
o 
| | | 
LU" | 
| | i | 
0747 2,24 2,18 | 7,36 16,0 ' 1858 | 6 | 28—29 
0,76 ` 1,89 | 1,89 | 6,36 | 185 6 | 28—29 
| ! | 
N 2.26 2,19 | 741 j m 177 ` "$ 28—29 
OTRE Lë 180 | 612 187 3 | 27 
(on 2,10 , 1,99 | 6,74 ' 10,0 , 193 5,5 | 26—28 
2 198 | 187 | 634 38 |199 , 6 | 28—29 
n768 1,55 | 146 | 4,988 | | | 199,5 | 6 | 29--30 
Fe, Männchen. 
1752 1.69 | 1,63 ; 5,51 | 1 ' 308 5 | 28--29 
0581,85 | 1,77 , 5,99 ' | 303 3 27 
(mg 1,99 | 1.85 | 6,80 ` | 12,7 13084 | 6 | 27—28 
ASY 1194 | 1,83 | 6,23 | | 114 | 312 6 | 27—28 
um 1,68 | 1,55 | 5.28 | 1,74 | 1,65 5,59 | 13076 | 5 ' 27 ` 
| | | | 
0740 1,85 | 1,82 | 6,13 | 299 3 | 28—29 
2 | | | 
0753 Lë 1,56 | 5,26 | ses 5,5 | 27—28 
ng 169 | 154 5,26 ' i 3058 | 35 | 27—28 
074 2,05 | 1,88 6,40 EA ı 306.4 45 | 27—28 
| 


1708 


1709 | 
1710 


1712 Ä 15. VL 
‚15. VII. 
16. VII. 
| 17. VIL * 
| 18. VII. 
. VII. 
19. VIL 
| 20. VII. 
21. VII. 

- 22. VIIL. 
22. VI. 
| 28, VIL 
24. VII. 
24. VI. 


1713 


1714 
1715 


1716 
1717 


1718 | 
1719 | 


25. VIL 

26. VII. 
26. VII. 
| 27. VIL. 
28. VIL. 


1720 
1721 


1722 | 
wa 


28. VII. 
29. VII. 


1724 | 30. VII. 
‚, 30. VII. 


1725 
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Tabelle VIII. Ratt 


Art der Behandlung. Beginn des Versuchs 


| 10. VII. 


10. VII. 
11. VIL 
| 12. VIIL. 
183. VIL | 
18. VIL. 
13. VII. | 
1711 14. VIL 


10g rokas Rindfleisch, 1h nach Aufnahme 
10g , n 1h 
10g , 1b 


10 g rohes Rindfleisch, 30” nach Aufnahme 


100 mg Phlorrhizin in Alkohol subkut. injiziert. 
¡100 mg e n i n j 
100 mg n n n n 
l Nüchtern. . . 2 2. 2 2 2 L 


nach Aufnahme 
"100 mg Phlorrhizin in Alkohol, subkutan in- 
jiziert. 
A 2 2 5 2 02 Ed Se a 
| 10 g rohes Rindfleisch, 1h nach der Aufnahme . 
‚100 mg Phlorrhizin in Alkohol subkut. injiziert. 


150 mg n nn n » 
|, 150 mg am n n ” H 
et 3... 2:2 e e a Ne 


110 g rohes Rindfleisch, 45’ nach der Aufnahme 
180 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. 
200 mg n n n n n 
INUCHLETN dd ee a ee E aa 
10g Rindfleisch, 30’ nach der Aufnahme 
| 200 mg Pblorrhizin in Olivenöl subkutan injiziert. 
Nüchtern 
'10 g rohes Rindfleisch, 45’ nach der Auf- 
Dahme =. ar 2% A Eu i A 
200 mg Phlorrhizin in Olivenöl subkut. injiziert. 
deht a ët IE La ee re ee A 
10g rohes Rindfleisch, 45’ nach der Aufnahme 
"200 mg Phlorrhizin in Olivensl subkut. injiziert. 
Nuchtern. 42 2% 2% A 8 Si 2 
110g rohes Rindfleisch, 30’ nach der Aufnahme 
: 300 mg Phlorrhizin subkutan injiziert. 
Nüchtern 
110 g Rindfleisch, 30° nach der Aufnahme 


100 mg Phlorrhizin, gelöst in 0,5 cm %proz. AL 
kohol + 1,5cem Wasser, subkutan injiziert. 


, 
| 


` 
| 


Oy, 

Hate | CO» 
Bildung Bildung Ke 
| , P g e 
0,79 | 2,57 2,5 
0,79 | 2,75! 27 
1,33 | 2,90 | 2,8 
0,89 | 2,60 2,5 
0,92 | 2,82 | 2,7 
1,25; 3,01! 2,9 
132 | 29 2,8 
0,71 | 181 | 1,7 
1,15 | 3,00 | 2,8 
048 | 158 | 1,5 
1,47 | 3,33 | 3,0 
0,85 | 1,65 | 1,6 
2,34 | 334 | 3.0 
104 | 136 | 14 
146 | 325 | 32 
0,76 | 1,17 1,2 
2,57 | 3,72 | 3,7 
0,90 | 133 | 13 
2,35 | 2,85 2,8 
0,86 | 145 | 1,4 
2,00 ı 2,88 | 2,8 
0,84 | 1,27 | 12 
2,30 | 313 | 31 
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Kalos Spezifisch- | 
dynamische 


rien» 


e ON | 
i i D T e 
| Co, Ox | bildung | bildung WS ca E peratur 
oriens 8 
E el wihrend der eime | bildung suchs | Kastens 
' pro kg und Stunde || zelnen Perioden | Peon | g Stdn. oC 
—_ > —= ges 
277 5 21—22 
283 5 22 
291 | 5 23 
278 5 23 
282 5 22—23 
290 5 22—23 
284 5 22 


24 


I. Abelin u. B. Kobori: 


Tabelle IX. Ratte 


Ai Bes Art der Behandlung. Beginn des Versuchs 
suchs | | 

1926 || 
176, Ce VIKI Nüchlera. na aaa se en A | 
1727 | 6. VI. | bo dal RAR 
1728 | 8. VII. EE EE EA 
1729 ' 5. VIL | 10 g rohes Rindfleisch, 1b nach Aufnahme. . 
1730 6. VII. l0g „ d e e 
1731 1 8. VIL | 108 „ d ih „ o 

| 10. VIL | 75 mg Phlorrhizin gelöst in 0,5 cem 90proz. 

| Alkohol + 1,5ccm H¿0, subkutan injiziert. 
1732 ¡ 10, VI. 10 g rohes Rindfleisch, 30’ nach Aufnahme. . 

| 11. VII. | 100 mg Phlorrhizin in Alkohol gelöst, subkt. inj. 

| 12. VIL | 100m un $ e i 

| 13. VII- | 50 mg e hs a > e. $ 

12. SE 100 mg W a A A Se $ 

1733 A AAA E TE 3 | 
1734 | 15. VII. | 10g rohes Rindfleisch, 2b nach Aufnahme. . | 

‚16. VI 100 mg Phlorrhizin in Alkohol, subkt. injiziert 

| 17. SE 150 mg e S A o a 

| 18. VII. || 150 mg é > a) P = 
1735 | I RO. WS dd 
1736 | 19. VII. 7g rohes Rindfleisch, 1h nach Aufnahme 

20. VII. 180 mg Phlorrhizin in Olivenöl, subkt. injiziert 

21. VI. 200 mg e e w w ? 

1737 | 20. VIdi NDO ee eh 
1738 | 22. VII. 8,5 g rohes Rindfleisch, 30°’ nach Aufnahme . 

| 28. VII. ` 200 mg Phlorrhizin in Olivenöl, subkt. injiziert ` 

, 25. VII. | 200 mg ä do Cé d à 
1739 | 26. VII. | o A e RE A 
1740 | 26. VII. | 10g Rindfleisch, 45’ nach Aufnahme | 

| 27. VII. 200 mg Phlorrhizin in Olivenöl, subkt. injiziert | 
MINE VIE | Mis A 04 un aa aueh | 
1742 | 28. VII. | 8g rohes Rindfleisch, 30’ nach Aufnahme . . 

| 29. VIIL. | 300 mg Phlorrhizin in Olivenöl, subkt. injiziert 
1743 | 30. VII. A a u. u te ee 
1744 || 30. VII. | 9g rohes Rindfleisch, 30' nach Aufnahme 


| H,O: | CO Or 
Bildung Bildung | pers, 
g d g | g 
| | 
1,23 | 2,55 | 2,49 
090 | 275 | 2,72 
| 2,52 | 419 4.10 
1,08 | 2,65 | 2,58 
| 1,00 | 2,89 | 2,85 
1,98 | 4,43 | 4.35 
1,77 | 2,89 | 2,85 | 
| 
0,74 | 1,44 | 1,38 
0,97 | 1,74 | 1,66 
| 
| | 
| | 
0,90 | 126 | 1,26 | 
1,96 | 2,12 | 2,08 
0,63 | 119 | 122 | 
210 | 264 | 2,64 | 
| 
| | | 
0,70 122 | 1.23 | 
1,65 | 2,52 | 2,43 | 
0,68 1.20 1.22 
1,04 | 2,34 | 234 
0,76 | 117 | 117 
| 1,71 | 292 | 2,87 | 
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Kalos ra 2 Sg 
Wiese E w8 | Gewicht Dauer | Temperatur 
Zi der des des 
| o 3 5 Ratte Ver Kastens 
ro kg und Stunde im EEK suchs 
Mittel während der ein» DAA 


zelnen Perioden 


5 22—23 
| 


| | 
Er 
0.737 227 223 | 749 
d 
| 
9,758 | 240 ` 2830 | 7,79 


240 | 25 | 22—23 

0,761 239 ' 228 | 7,74 | 0 |242 | 8 23 

| | 
| 0,726 | 2,14 | 2,14 | 7,20 | `^ | 236 | 25 25 
0,740 | 22 ee d 0 | 2388 | 4 | 25-26 
MR | 
0,709 | 2.07 2,13 | 7,12 | 29 | 25 | 22—23 
0,726 254 | 254 | 8,54 | 20,0 | 281 | 4,5 | 23-24 
0,720 | 2,09 2,11 | 7,09 | | 233 | 25 | 83-4 
0,753 © 238 | 280 | 7,77 ' 8,0 | 235 | 45 | 23-24 
V | 
0710 208 | 2,12 | 7,10 | 233 | 25 | 22-23 
pe 2,67 | 2,67 | 9,00 | | 26,8 ı 234 4 22—23 
i | | 

| 
Ta 221 | 221 | 7,45 235 ' 225 2 
0,739 | 2,47 | 2,43 | 8,20 | 10,0 | 236 | BOI 2% 
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Fleischwirkung an und erreicht am 2. Juli den Wert von 17,4 Proz. und am 
8. Juli den sehr hohen Wert von 49,8 Proz. Der Grundumsatz wurde durch 
das Phlorrhizin wenig beeinflußt. Nach Aufhören der Phlorrhizindarreichung 
kehrten die normalen Verhältnisse wieder zurück. 10 Tage nach der letzten 
Phlorrhizininjektion finden wir nach Aufnahme von 8g Rindfleisch eine 
Kalorienproduktion von 5,59, die auch in der Vorperiode anzutreffen ist. 
14 Tage nach Abschluß der Phlorrhizinversuche sinkt der Grundumsatz 
auf 4,80 Cal pro Kilogramm und Stunde. Diese Erscheinung sieht man nicht 
selten nach Phlorrhizineingabe. Beträchtliche Körpergewichtszunahmen 
sind in dieser Nachperiode ebenfalls keine Seltenheit. 


Versuchsserie VI. 


Die normale spezifisch-dynamische Fleischwirkung beträgt bei diesem 
Tier etwa 9 Proz., eine Zahl, welche am allermeisten bei der Ratte angetroffen 
wird. Unter dem Einfluß der wiederholten Phlorrhizininjektion steigt diese 
Zahl auf 16 bis 26 Proz. und sinkt, sobald die Phlorrhizindarreichung 
aufhört. Auffallend ist auch hier die Abnahme des Grundumsatzes nach 
Aufhören der Phlorrhizindarreichung. Im Versuch 1690, 2 Wochen nach der 
letzten Phlorrhizininjektion, beträgt der Grundumsatz 4,98 Cal gegen 
5,92 Cal in der Normalperiode. Parallel dazu verläuft eine Zunahme des 
Körpergewichts. 


Bei der 
Versuchsserie VII 


handelt es sich um eine kurzdauernde Reihe von Versuchen mit kleineren 
Mengen Phlorrhizin. Die normale spezifisch-Aynamische Wirkung, die in 
diesem Falle 12 Proz. beträgt, bleibt zuerst durch das Phlorrhizin un- 
beeinflußt, steigt aber zuletzt auf 36 Proz., d. h. auf das Dreifache des 
normalen Wertes. Einen analogen Verlauf zeigten fast alle anderen Versuche. 


Versuchsserien VIII und IX. 


Es handelt sich hier um zwei Parallelreihen, welche an verschiedenen 
Tieren ausgeführt wurden. Die Versuchsanordnung weicht insofern etwas 
ab, als hier zuerst das Phlorrhizin in alkoholischer Lösung eingegeben wurde. 
Die Resorption des Präparats wird aber dadurch kaum begünstigt, eher 
vielleicht verschlechtert, denn die Alkoholinjektionen erzeugen leicht 
Hautnekrosen. In den späteren Versuchen wurde wie früher eine Ölsuspension 
von Phlorrhizin benutzt. Ferner wurden diese Gaswechselversuche bei 
einer Temperatur von 22 bis 25° ausgeführt, die etwas unterhalb der kritischen 
Temperatur (28°) liegt. Das Tier der Versuchsserie VIII zeigte nach Fleisch- 
aufnahme in der Normalperiode keine spezifisch-dynamische Wirkung. 
Auch während der Injektion der alkoholischen Phlorrhizinlösung war die 
spezifisch-dynamische Wirkung gleich Null. Sobald aber das Phlorrhizin 
in Ölsuspension injiziert wurde, nahm die spezifisch-dynamische Wirkung 
immer zu und erreichte zuletzt den Wert von 22.8 Proz. Beim Tier der 
Versuchsserie IX war die alkoholische Einverleibung des Phlorrhizins 
ebenfalls ohne jede Wirkung. Unter dem Einfluß der Injektion von 
Phlorrhizin stieg die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches von 
5 Proz. in der Normalperiode auf 20 und 27 Proz. (im Maximum) in den 
Versuchen 1738 und 1742. Auch in den Versuchen 1740 und 1744 ist die 
spezifisch-dynamische Wirkung gegenüber der Vorperiode erhöht. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde mehrfach die Ansicht geäußert, daß die spezifisch- 
dynamische Wirkung mit der Kohlehydratneubildung in Zusammen- 
hang steht. In früheren eigenen Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, daB manche experimentell erzeugte Störungen des Kohle- 
hydratstoffwechsels (z. B. durch Verfütterung von Schilddrüsensubstanz, 
von Tyramin, Phenyläthylamin, von Adrenalin und anderem) von 
einer Erhöhung des Grundumsatzes und zugleich von einer Zunahme 
der spezifisch-dynamischen Wirkung begleitet werden. 

2. Um die Beziehungen der spezifisch-dynamischen Wirkung zum 
Zuckerumsatz weiter zu verfolgen, wurde der Einfluß des Phlor- 
rhizins auf die spezifisch-dynamische Fleischwirkung untersucht. Die 
Versuche ergaben, daß nach wiederholten Injektionen von Phlor- 
rhizin die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches meistens 
ganz beträchtlich anwächst. Es darf angenommen werden, daB der 
erhöhte Bedarf an Kohlehydrat eine vermehrte Zuckerneubildung 
aus Eiweiß veranlaßt, und daß diese Vorgänge den allgemeinen Vor- 
stellungen nach mit lebhaften exothermen chemischen Reaktionen ge- 
koppelt eind. 


3. Auch die von Rubner aufgefundene Erscheinung der sogenannten 
sekundären spezifisch-dynamischen Eiweißwirkung nach einer länger- 
dauernden, einseitigen Fleischernährung beruht wahrscheinlich auf 
einer Veränderung des Kohlehydratumsatzes und auf einer damit zu- 
sammenhängenden erhöhten Zuckerbildung aus Eiweiß. 


4. Da es sich bei der spezifisch-dynamischen Wirkung vornehmlich 
um ein Problem des intermediáren Nahrungsstoffwechsels handelt, wird 
vorgeschlagen, den Vorgang als , intermediare chemische Nährstoffarbeit“ 
zu bezeichnen. Die Natur und der Umfang dieser intermediären che- 
mischen Prozesse wird durch eine Reihe von Faktoren, wie allgemeine 
Stoffwechsellage, Bedarf des Organismus an Eiweiß, Fett und Kohle- 
hydrat, Zustand des vegetativen Nervensystems usw. beeinflußt. 
Dementsprechend muß in all solchen Fällen auch die Größe der 
spezifisch-dynamischen Wirkung verschieden sein. 


Methodische Mitteilungen. VII. 


Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
am Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 14. März 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Chinhydron-Mikroelektrode. 


Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration geringer Flüssig- 
keitsmengen stößt noch immer auf Schwierigkeiten. Durch die An- 
wendung der Chinhydronelektrode sind diese nun in gewissem Maße 
vermindert worden; der Umstand, daß das Chinhydron nur für Messungen 

bis höchstens pe 8 brauchbar ist, beschränkt 
zwar den Kreis der prüfbaren Lösungen; da 
aber vor allem die Gewebssäfte in das für die 
Prüfung mögliche Bereich fallen, ist die 
Anwendbarkeit doch genügend weit. 

Als zweite Halbelektrode kann man 
bekanntlich sowohl eine Chinhydronelektrode 
als auch eine andere Bezugselektrode, vor 
allen Dingen die Kalomelelektrode, ver- 
wenden. Das Arbeiten mit dieser gestaltet 
sich außerordentlich angenehm und einfach, 
so daß es mir scheint, daß der Kalomel- 
elektrode als Bezugselektrode der Vorzug zu 
geben ist. Die nachfolgend beschriebene 
Mikrochinhydronelektrode ist so konstruiert, 
daß sie in einem Stück sowohl die Elek- 
trode selbst umfaßt, als auch ein mit 
dieser in Verbindung stehendes Reservoir 
zur Aufnahme der gesättigten Kaliumchloridlösung, in welche der 
Schenkel der Kalomelelektrode direkt eintaucht. Die eigentliche 


Abb. 1. 
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Elektrode besteht aus einem Glasrohr von ungefähr 4cm Länge und 
0,8 cm Durchmesser. Am oberen Ende ist ein Schliff angebracht, in 
welchen das Zuleitungsstück aus Glasrohr mit unten herausragender 
Platinelektrode hineinpaßt. An dieses eigentliche Elektrodengefäß 
schließt sich nun unten ein halbrund gebogenes Glasrohr an, das durch 
einen einfach durchbohrten Hahn mit der Elektrode kommuniziert. 
Dieses gebogene Glasrohr endet in einem Bassin von ungefähr 2 cm 
Durchmesser und gleicher Höhe. Der Hahn zwischen Elektrode und 
der Fortsetzung zum Bassin ermöglicht einesteils eine freie Kommuni- 
kation zwischen beiden Teilen: Füllt man also das Bassin mit der 
konzentrierten Kaliumchloridlósung, so fließt beim Offenstehen des 
Hahnes die Salzlösung durch den Hahn in die Elektrode hinein. Schließt 
man nun den Hahn, so genügt, wie ja längst bekannt ist, schon die 
kapillare Schicht der Salzlösung in der Regel, um eine leitende Ver- 
bindung herzustellen. Damit aber, wie sich gelegentlich herausgestellt 
hat, die Leitfähigkeit nicht sinkt, ist es besser, die Oberfläche des 
Hahnes ringsherum fein einzuritzen, wodurch sichere, gleichbleibende 
Stromleitung garantiert wird. Das Arbeiten mit der Elektrode gestaltet 
sich dann also folgendermaßen. 

Während der Hahn offen ist, wird das Bassin so weit mit Kalium- 
chloridlösung gefüllt, bis ein Teil der Flüssigkeit durch den offenen 
Hahn in das Elektrodengefäß eintritt. Der Hahn wird nun geschlossen; 
die im Elektrodengefäß befindliche Lösung mit etwas Fließpapier 
abgesaugt, mit Wasser oder besser mit der zu untersuchenden Lösung 
gewaschen und nunmehr die zu messende Lösung selbst eingefüllt. 
Die im allgemeinen gebrauchte Menge beträgt 0,3 bis 0,5 ccm, kann 
aber noch weiter, bis auf ungefähr 0,1 ccm, reduziert werden. Man 
mischt ein wenig Chinhydron hinzu und setzt nun die vorher gereinigte, 
eventuell ausgeglühte Elektrode ein, die natürlich in die Flüssigkeit 
eintauchen muß. Man bringt den Apparat nun in das Stativ; an das- 
selbe andererseits eine Kalomolelektrode, welche mit ihrem offenen 
Schenkel in das mit KCl-Lósung gefüllte Bassin der Chinhydron- 
elektrode eintaucht. Man verbindet in üblicher Weise und macht 
die Messung; das Potential stellt sich außerordentlich schnell ein. 

Die Berechnung ist (vgl. Michaelis, Praktikum, 3. Aufl.) sehr 
einfach; man mißt zunächst, mindestens täglich einmal, den Potential- 
unterschied der Chinhydronelektrode mit Standardacetat gegen die 
gesättigte Kalomelelektrode, dann den Potentialunterschied der 
Chinhydronelektrode mit der zu prüfenden Lösung gegen dieselbe 
Kalomelelektrode. Die Füllung der Mikroelektrode mit Kaliumchlorid 
braucht hierbei nicht gewechselt zu werden. Man wäscht nur den 
Elektrodenraum aus und füllt ihn mit der neuen Lösung. Die Kalomel- 
elektrode muß bei dieser Versuchsanordnung negativ geschaltet 
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werden, also umgekehrt wie bei der Gaselektrode. Das pa berechnet 
sich dann nach der Formel (Michaelis, 1. c.) 


Ki 


E 
= 462 + - 
Pa U + y: 


wo E elektrumotorische Kraft Chinhydronelektrode mit Standardacetat : 
Kalomelelektrode minus elektromotorische Kraft Chinhydronelektrode 
mit der zu untersuchenden Lósung: Kalomelelektrode in Millivolt be- 
zeichnet und H folgende Werte hat: 


bei 15% . . . 57,1 bei 182 . . . 57,7 bei 21% . . . 58,3 
» 16 .. 7 „ 19 . . . 57,9 „ 22 ... 58,5 
en 17 .. . 575 » 20 . . . 58,1 éi: 23 . . . 58,7 


E wird negativ, wenn die elektromotorische Kraft Versuchs- 
lösung : Kalomelelektrode größer ist als die elektromotorische Kraft 
Standardacetat ` Kalomelelektrode; in diesem Falle ist das pg natur- 
gemäß kleiner als 4,62, während es im anderen Falle größer wird. 

Man kann für diese Elektrodenkombination natürlich jede Meß- 
einrichtung verwenden. 


2. Zur Methodik der Blutgasanalyse. 


Verzár hat, wie ich schon in der letzten Ausgabe meiner Mikro- 
methodik erwähnt habe, den Barcroft-Apparat mit einer kalibrierten 
Pipette so verbunden, daß nach Anstellung der Reaktion in der üblichen 
Weise eine Verbindung zwischen dem Manometer und der Meßpipette 
hergestellt wird, und nun aus der Verschiebung der Flüssigkeit in der 
Meßpipette, welche notwendig ist, um die durch die Gasentwicklung ent- 
standene Niveaudifferenz im Manometer auszugleichen, sofort die ent- 
wickelte bzw. gebundene Gasmenge abgelesen werden kann. Diese 
Methode, welche außerordentlich einfach zu handhaben ist und ins- 
besondere die zeitraubende, für jede Flüssigkeitsmenge von neuem 
erforderliche Bestimmung der Konstanten umgeht, wird noch erleichtert 
durch eine Anordnung, wie sie im ‚ATigos“-Apparat getroffen ist, in 
welchem die Verbindung zwischen Manometer und Meßpipette nicht wie 
in der Originalanordnung von Verzär durch einen Gummischlauch erfolgt, 
sondern mit Hilfe eines Vielwegehahns, der drei Möglichkeiten erlaubt: 
1. Verbindung des Manometerschenkels und der Meßpipette mit der 
freien Atmosphäre, 2. Verbindung des Manometerschenkels mit der 
Flasche, 3. Verbindung von Manometerschenkel und Flasche mit der 
Meßpipette. 

Zur Bestimmung des CO,-Gehalts des Kapillarblutes empfiehlt 
Verzár!) eine Trichterpipette, die zunächst bis oben hin mit Queck- 


— .— 


1) Diese Zeitschr. 151, 246, 1924. 
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silber gefüllt wird, über das in dem Trichter 2 ccm einer Saponinlösung 
gegeben werden, welche!) folgendermaßen zusammengesetzt ist: 
2ccm 25proz. Ammoniak, 5g Natriumcitrat, 0,5 g Saponin, Wasser 
zu 100. Darüber wird ungefähr 1 ccm Paraffinöl geschichtet. Es wird 
in den gereinigten Finger eingestochen, dieser unter das Paraffin ge- 
bracht und auf diese Weise das ausfließende Blut direkt von der 
Saponincitratlósung aufgenommen und hámolysiert. Man zieht den 
Finger heraus, läßt das Quecksilber nach Öffnen des unteren und oberen 
Hahnes ablaufen und hat dann zwischen Quecksilber und Paraffin die 
bluthaltige Flüssigkeit, mit der direkt die Analyse, sei es für Sauerstoff- 
bestimmung, sei es für CO,-Bestimmung angestellt werden kann. Die 
Menge des Blutes ergibt sich aus der zwischen den beiden Menisken 
abgelesenen Gesamtmenge minus 2ccm (Saponincitratlósung). Da 
man bei der Verzárschen Anordnung nicht an bestimmte Flüssigkeits- 
mengen gebunden ist, benutzt man zur Analyse die gesamte Flüssigkeits- 
menge, welche man nach Ablaufen des Quecksilbers unter eine genau 
abgemessene Menge Saponinlösung in der betreffenden Flasche schichtet; 
in die andere Flasche wird dann einfach die gleiche Menge Flüssigkeit 
eingefüllt. 

Diese Methode, welche grundsätzlich sehr angenehm ist und auch 
in der Hand von Verzär gute Resultate gab, machte uns aus zwei 
Gründen einige Schwierigkeiten. Zunächst war die Eichung der nach 
Verzárs Vorschrift angegebenen Trichterpipetten nicht fein genug, 
um mit wünschenswerter Genauigkeit die Menge Flüssigkeit abzulesen. 
Dem läßt sich dadurch begegnen, daß man das Rohr etwas länger und 
enger macht und feiner teilt. Es entsteht freilich eine im wesentlichen 
theoretische Schwierigkeit aus den Menisken zwischen Flüssigkeit und 
Quecksilber einerseits, Flüssigkeit und Paraffinöl andererseits. Auf 
Grund empirischer Feststellungen muß hier eine kleine Korrektur 
angebracht werden; bei der stets notwendigen Eichung der Trichter- 
pipette durch Einfüllen von 2ccm (aus geeichter Pipette) zwischen 
Hg und Paraffingemisch wird diese mitbestimmt. Die Eichung ergibt 
in der Regel einen etwas kleineren Wert als 2ccm, da der Meniskus 
Flüssigkeit: Paraffin nach unten, der Flüssigkeit : Hg nach oben zeigt. 
Eine zweite Fehlerquelle ergibt sich dadurch, daß beim Herausziehen 
des in die Citratflüssigkeit eingetauchten Fingers ein Mitnehmen von 
wässeriger Flüssigkeit fast unvermeidbar ist, so daß also die ein- 
pipettierten 2ccm nicht vollständig zurückbleiben. Andererseits 
haben wir wiederholt gesehen, daß das Blut nach dem Eintauchen 
ziemlich träge fließt. Aus diesem Grunde habe ich den Trichter größer 
gestaltet. Ich tue, wie Verzár, 2 com Saponinlösung hinein und über- 


1) Verzar und Keller, ebendaselbst 114, 21, 1923. 
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schichte diese mit 2 bis 3 ccm einer blutwarmen Mischung von Paraffin 
und Petroläther. Ich lasse nun den Finger, nachdem der Einstich 
mit der Franckeschen Nadel erfolgt ist, nur in diese erwärmte 
Mischung eintauchen. Unter diesen Verhältnissen fließt das 
Kapillarblut sehr gut und passiert schnell die Paraffinschicht, 
um dann von der Saponincitratlösung aufgenommen zu werden. 
Man kann, wenn man will, mit einem kleinen Glasstab die 
Mischung beschleunigen. Das übrige Verfahren entspricht 
vollständig dem von Verzár angegebenen. 

Ich möchte auf die schon von Verzár gegebene Vorsichts- 
maßregel aufmerksam machen, daß in jedem Falle entweder, 
und zwar auch bei CO,-sicherer Aufbewahrung, häufig der 
CO,-Gehalt der Saponincitratlósung bestimmt werden muß 
oder, was noch besser ist, daß in die zweite Flasche nicht 
etwa Wasser, sondern Saponincitratlósung und Weinsäure- 
lösung in gleicher Menge wie in der mit Blut beschickten 
Flasche eingefúllt werden muß. Man erhält sonst CO.,- 
Werte, die das Vielfache der wirklich vorhandenen betragen. 
Beachtet werden muß auch für die CO,-Bestimmung, daß 
die Saponinlösung stark alkalisch ist und daß die sonst 
angewandte 20proz. Weinsäurelösung nicht genügt, um 
die Lösung anzusäuern und dieCO, in Freiheit zu setzen. Anwendung 
einer 50proz. Weinsäurelösung hilft diesem Fehler ab. 


Abb. 2. 


8. Mikrotitrationsapparat. 


Nach Untersuchungen von Bjerrum, Rehberg und anderen ist es 
für Titrationen erheblich günstiger, mit konzentrierten als mit ver- 
dünnten Lösungen zu arbeiten. In ersterem Falle ist die Fehlergrenze 
kleiner, der Umschlag deutlicher. Für die theoretischen Grundlagen, 
insbesondere für die Sáuretitration, sei auf die Arbeit von Rehberg!) 
verwiesen. Derselbe Autor hat auch eine für solche Titrationen brauch- 
bare Bürette angegeben, die aber in mehrfacher Hinsicht Nachteile 
aufweist. 

Zur Vermeidung dieser habe ich eine neue Bürette konstruiert, 
welche Abbildung 3 darstellt. 

Das Hauptstück der Bürette besteht aus einem fastkapillaren Rohre, 
das zwischen den Marken 0,1 ccm faßt. Dieser Zwischenraum ist in 
100 Teile geteilt, so daß Kubikmillimeter direkt abgelesen, bis Li emm bei 
Anwendung einer Lupe geschätzt werden können. An seinem oberen Teile 
trägt das Bürettenrohr einen Hahn mit zwei Wegen, deren einer zu einem 
Reservoir führt, während bei Umstellung des Hahnes eine Verbindung 


1) Biochem. Journ. 19, 270, 1925. 
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mit einem Ansatzrohr zur Bürette geschaffen wird, das, von demselben 
Kaliber wie diese, zweimal rechtwinklig umgebogen ist und in einer 
ziemlich feinen Spitze endet. Das untere Ende der Bürette trägt einen 
Schliff, auf den ein etwas weiterer Teil aufgesetzt werden kann, in 
welchen eine feingängige Eisenschraube absolut dicht eingelassen ist. 
Dieser untere Teil wird, nachdem die Eisenschraube ziemlich tief 
gestellt ist, mit Quecksilber gefüllt 
und nunmehr der ganze Teil fest 
auf den Schliff des Hauptteiles auf- 
gesetzt. Durch Metallspiralen wird 
eine feste Verbindung zwischen den 
beiden Teilen gewährleistet. Durch 
Drehen der Schraube kann nun das 
Quecksilber mehr oder weniger 
hoch in die Bürette eingetrieben 
werden. 

Diese ganze Einrichtung ist an 
einem Stativ befestigt, das außerdem 
ein verschiebbares Gestell trägt, in 
welches zwei Reagenzgläser (12 
x 100) eingesetzt werden können. 
Dabei sind die Abstände so gewählt, 
daß das Ansatzstück der Bürette ge- 
rade in die Mitte des einen Reagenz- 
glases trifft und mit seiner Spitze 
bis kurz über den Boden reicht. 
Während dieses Reagenzglas zur Auf- 
nahme der zu titrierenden Flüssig- 
keit dient, wird in ein daneben 
stehendes eine Lösung mit dem bei 
der Titration zu erreichenden Farb- 
ton gegeben. Eine hinter den beiden 
Gläsern angebrachte, undurchsich- Abb. 3. 
tige Scheibe dient dazu, das Ende 
der Titration (bei auffallendem Lichte) schärfer erkennen zu lassen. 
In das für die Titration benutzte Reagenzglas ragt außerdem noch 
ein fein ausgezogenes Glasrohr, welches durch einen Schlauch mit 
einem Doppelgebläse verbunden ist, so daß die Flüssigkeit durch Luft- 
durchleitung dauernd in Bewegung gehalten wird. Zur Regulierung 
der Luftzufuhr befindet sich an dem Schlauche eine einfache Klemm- 
schraube; es ist auf diese Weise möglich, durch einmaliges Aufpumpen 
des Gebläses automatisch längere Zeit Luftblasen durch die Titrier- 
flüssigkeit durchgehen zu lassen. Um eventuell schädliche Gase, z. B. 
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Kohlensäure, abzuhalten, wird ein mit passender Füllung versehenes, 
also z. B. mit Natronkalk gefülltes, Glasrohr zwischengeschaltet. 


Das Arbeiten mit dem Apparat geschieht in folgender Weise. 
Nachdem der Mikrotitrationsapparat in der oben geschilderten Art 
zusammengesetzt ist, wird der Hahn am oberen Ende so eingestellt, 
daß eine Verbindung zwischen Bürette und Reservoir besteht. Nun 
wird durch Drehen der Eisenschraube das Quecksilber bis in die Bohrung 
des Hahnes hochgetrieben und nun das Reservoir mit der Titrierflüssig- 
keit gefüllt. Durch Senken des Quecksilbers wird die Flüssigkeit in 
die Bürette hereingezogen, der Hahn nun umgestellt und die Flüssigkeit 
so weit hochgedrückt, daß sie das Ansatzstück, einschließlich der 
Spitze, vollkommen füllt. Nach wiederholter Umstellung des Hahnes 
wird durch Senken des Quecksilbers neue Lösung in die Pipette, am 
besten bis zur Marke 0 eingesaugt; nachdem der Hahn nun wieder 
umgestellt ist, ist die Bürette zum Gebrauch bereit. 


Es wird nunmehr die zu titrierende Lösung mit Indikator in dem 
Reagenzglas in das Gestell eingesetzt (daneben, wenn gewünscht, die 
Kontrollprobe mit der Titrationsendfarbe) und das Gestell so weit 
gehoben, daß das ganz gefüllte, äußerlich aber von Titrationsflüssigkeit 
freie Ansatzrohr bis fast auf den Boden reicht. Zugleich wird das für 
die Luftdurchleitung bestimmte feine Rohr eingesetzt und, wie oben 
beschrieben, vorsichtig Luft (zwei bis drei Bläschen pro Sekunde) 
durchgeleitet. Durch Betätigung der Eisenschraube wird die Titrier- 
flüssigkeit in die Lösung hineingetrieben, bis der Umschlag er- 
folgt ist. Die Vorrichtung erlaubt genaueste Zugabe. Es wird 
dann mit Hilfe einer Lupe abgelesen und im übrigen wie gewöhnlich 
verfahren. 


Genügt die in der Bürette befindliche Lösung nicht zur Beendigung 
der Titration, wird, nachdem die Marke 0,1 erreicht ist, der Hahn 
umgestellt, neue Lösung aus dem Reservoir eingefüllt und nach Rück- 
drehung weiter titriert. In derselben Weise verfährt man, wenn man 
mit derselben Lösung mehrere Titrationen ausführen will. 


Will man dieselbe Bürette für eine andere Titrationsflüssigkeit 
benutzen, entleert man zunächst die in der Bürette befindliche Flüssig- 
keit in das Reservoir, dreht den Hahn um, zieht aus dem Ansatzstück 
die Lösung in die Bürette hinein und bringt auch diese nach Rück- 
drehung des Hahnes in das Reservoir. Dieses kann nun mit einer 
Pipette oder dergleichen entleert werden; man füllt es dann zunächst 
mit Wasser, wäscht damit Bürette und Ansatzstück aus und tut ebenso 
mit der neuen Titrierflüssigkeit. Praktischer ist es, für jede Flüssigkeit 
ein neues Hauptstück mit Hahn und Ansatzstück zur Verfügung zu 
haben, das auf das vorhandene Unterteil paßt. 
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Will man zum Titrieren Lösungen verwenden, welche gegen Queck- 
silber nicht indifferent sind, so ist es nur nötig, zwischen Lösung und 
Quecksilber eine kleine Luftblase einzuschalten. In diesem Falle 
verfährt man so, daß man beim Füllen der Bürette das Quecksilber 
nicht ganz bis oben drückt; beim Einziehen der Lösung aus dem 
Reservoir bleibt dann zwischen Quecksilber und Lösung eine Luftblase, 
die in keiner Weise stört und immer mit dem Quecksilber mitgeht. Sie 
muß berücksichtigt werden, wenn man die Ablesungen macht; der 
Stand der Flüssigkeit muß natürlich von ihrer Grenze gegen die Luft- 
blase gerechnet werden. 


Die hier beschriebenen Apparate werden von der Firma M. J. Gold- 
berg und Söhne, Berlin W 9, angefertigt. 


Über die Beeinflussung des Fettstoffwechsels durch Belichtung. 


Von 
Alexei Kultjugin (Saratow). 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des städtischen Krankenhauses 
am Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 14. März 1927.) 


Durch eine große Reihe von Untersuchungen ist der Stoffwechsel 
der verschiedenen Substanzen unter Bestrahlung geprüft worden 
[Literatur s. bei Pincussen (1)]. Es hat sich ergeben, daß die Wirkung 
der Strahlung in fast allen Fällen eine außerordentlich deutliche und 
gesetzmäßige war, und daß sowohl der Stoffwechsel der Mineral- 
substanzen wie der Eiweißkörper und Purine in ganz erheblicher Weise 
beeinflußt wird. Die Untersuchungen, besonders von Pincussen und 
seinen Mitarbeitern haben ergeben, daß insbesondere die Verarbeitung 
und Art des Abbaues bei Kohlehydraten und bei Purinen ganz klaren 
Gesetzen gehorcht, indem der Zucker sowohl im Blute wie im Harn 
unter Bestrahlung mit verschiedenen Lichtquellen, namentlich unter 
der Zusatzwirkung mittels fluoreszierender Substanzen erheblich 
abnahm, daß der Abbau der Purine nicht nur quantitative, sondern 
vor allen Dingen auch qualitative Änderungen aufwies, indem der 
Abbau unter Lichtbestrahlung erheblich weiter ging als unter anderen 
normalen Verhältnissen. Ähnlich ist es bei dem Eiweißstoffwechsel. 
Diese Veränderungen des Stoffwechsels, erschlossen aus Veränderungen 
im Harn und im Blute, sind zum Teil mindestens auf einfache oxydative 
Wirkungen zurückzuführen, zum anderen Teile aber auch auf Ver- 
änderungen der Fermentwirkung. Wie in einer Anzahl Arbeiten aus 
dem hiesigen Institut gezeigt worden ist, wirkt die Lichtstrahlung in 
weitestem Sinne, also einschließlich des Ultravioletts, schädigend auf 
isolierte Fermente. Im Organismus liegen die Dinge aber nicht ganz 
so einfach. Es dürften sich hier in den meisten Fällen die Ferment- 
wirkungen in der Zelle nicht einfach aus einer Schädigung durch die 
Strahlung erschließen lassen, sondern wir haben es hier sehr wahr- 
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scheinlich auch mit einer Veränderung der Substrate durch die Strahlung, 
andererseits. auch mit veränderten Milieuverhältnissen zu tun. So 
hat sich z. B. in neuen Versuchen [Pincussen (2)] herausgestellt, daß 
die Verteilung der Kationen in Organen belichteter Tiere eine zum Teil 
sebr erheblich von der normaler Tiere abweichende ist. Ohne daß wir 
bisher einen Schlüssel dafür haben, wie eine solche Veränderung zu- 
stande kommt, müssen wir der Tatsache eine erhebliche Bedeutung 
beimessen, da wir wissen, daß Fermentwirkungen gerade durch die 
Salzverteilung im Milieu sehr erheblich beeinflußt werden können. 


Im Gegensatz zu der wiederholten Bearbeitung sowohl des Mineral- 
stoffwechsels wie des Stoffwechsels der Kohlehydrate, Eiweißkörper 
und Purine unter Licht ist das Verhalten des Fettstoffwechsels noch 
außerordentlich wenig studiert. Zwar konnten Pincussen und Ana- 
gnostu (3) zeigen, daß die normalerweise im Blutserum vorhandene 
Lipase durch Bestrahlung mit kurzwelligem Lichte zum Teil erheblich 
geschädigt wird, und daß eine geringe Schädigung auch bei Bestrahlung 
des Gesamttieres auftritt. Diese Ergebnisse, die im übrigen von anderer 
Seite nicht reproduziert werden konnten, sind bisher wohl die einzigen 
auf diesem Gebiet geblieben. Es schien daher außerordentlich wichtig, 
dieser Frage weiter nachzugehen. 


Als Versuchstiere dienten weiße, schwarzgefleckte Kaninchen, die mit 
einer durchaus gleichbleibenden Nahrung gefüttert wurden; diese bestand 
im wesentlichen aus einer zureichenden und in der Regel völlig auf- 
genommenen Menge von rohen Kartoffeln, 200 g, denen zur Vermeidung 
von Durchfällen 15g Hafer täglich zugefügt waren. Wie die späteren 
Tabellen ergeben werden, war diese Nahrung zum mindesten für die Er- 
haltung des Gewichts völlig ausreichend; auch der Stickstoffgehalt war 
durchaus genügend. Eine Analyse der Kartoffeln — es wurde nur die gleiche 
Sorte verfüttert — ergab einen Wassergehalt von 71,51 Proz., eine Trocken- 
substanz von 28,49 Proz. Die Trockensubstanz enthielt 1,74 Proz. Kalium, 
0,08 Proz. Calcium und 0,065 Proz. Phosphor, ferner 0,949 Proz. Stickstoff 
und 0,011 Proz. Fett. Damit kamen die Tiere, wie gesagt, ohne weiteres 
aus. Die Versuchsanordnung war die folgende, da nicht nur der Fettstoff- 
wechsel untersucht werden sollte, sondern auch die wichtigsten Kationen 
bezüglich ihrer Ausscheidung und auf ihre Menge im Blute nachgesehen 
werden sollten, ferner naturgemäß auch besonders der organische Phosphor 
(Lipoidphosphor) berücksichtigt werden mußte. Leider konnte aus äußeren 
Gründen eine Wiederholung der früheren Versuche über die Beeinflussung 
des fettspaltenden Ferments nicht angeschlossen werden, ebensowenig 
eine Untersuchung der Organe, speziell auf Fettgehalt, die einer späteren 
Untersuchung vorbehalten bleiben muß, insbesondere, da die Resultate 
dieses Versuchs eine Entscheidung über diesen Punkt äußerst wünschens- 
wert machen. 


Die Tiere wurden im allgemeinen in einem schwach erhellten Raume 
in Stoffwechselkäfigen gehalten. Harn wurde täglich abgenommen, 
kam aber in der Regel von mehreren Tagen gemeinsam zur Unter- 
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suchung. Einer Vorperiode folgte eine dreitägige Bestrahlung durch 
eine Quarzlanıpe bei 220 Volt Spannung, welche 15 Minuten, 60 cm 
vom Rücken der Tiere entfernt, auf sie einwirkte. Einer Zwischen- 
periode folgte eine Bestrahlung in gleicher Weise von zweimal 3 Tagen, 
zum Schluß eine kurze Endperiode. Die Blutuntersuchungen wurden 
in regelmäßigen Zwischenräumen ausgeführt, und zwar erfolgte die 
Entnahme stets am Tiere, das sein Futter am Tage vorher aufgefressen 
hatte und vom Abend bis zum nächsten Morgen nüchtern geblieben 
war. Diese Prüfungen erfolgten einige Male vor der Bestrahlung, sodann 
am Tage nach der letzten Bestrahlung der betreffenden Serie. Es mag 
hierbei gleich bemerkt werden, daß die Werte, besonders des Fettes, 
in keiner Weise durch den Aderlaß bedingt sein können, da sie sich 
mit Ausnahme der Bestrahlungsperioden durchaus unverändert und 
nicht erhöht zeigten. 

Die nachstehenden Tabellen geben bei den zwei untersuchten 
Kaninchen die Gesamtausscheidungen der untersuchten Substanzen 
im Harn. Bezüglich des Gewichts sei, bezugnehmend auf das bereits 
Gesagte, nochmals betont, daß dieses sich so gut wie nicht änderte, 
daß besonders unter Bestrahlung eine charakteristische Abnahme 
nicht zu bemerken war. Kaninchen 1 hatte ein Anfangsgewicht von 
2200 g, ein Endgewicht von 2300 g; das Höchstgewicht war 2350 g, 
das Mindestgewicht 2200g. Kaninchen 2 kam in den Versuch mit 
2150 g, aus demselben mit 2050 g; Höchstwert war 2150 g, der niedrigste 
1950 g. 

Die Methodik der Harn- und Blutuntersuchungen folgte den im 
hiesigen Institut üblichen Regeln. Es sei nur bemerkt, daß der Gesamt- 
fettgehalt des Blutes nach der ebenfalls in der Mikromethodik von 
Pincussen angegebenen Weise bestimmt wurde, indem das zuerst mit 
Salzsäure in der Hitze behandelte Blut mit Äther extrahiert wurde 
und im Ätherextrakt das Fett nach Oxydation mit Chromsäure titri- 
metrisch bestimmt wurde. Diese Methode, welche also das gesamte 
Fett, auch die mit anderen Methoden der einfachen Extraktion nicht 
gewinnbaren, festgebundenen oder eingeschlossenen Fettsubstanzen 
bestimmt, gab uns auch hier ausgezeichnete und in Kontrollen gut 
übereinstimmende Werte. Es ist selbstverständlich notwendig, exakt 
zu arbeiten. Eine Bestimmung des anorganischen und organischen 
Phosphors im Harn wurde zwar ausgeführt, doch sind hierbei keine 
irgendwie verwertbaren Resultate gewonnen worden. Ich begnüge 
mich daher, den anorganischen Harnphosphor mitzuteilen. Differenz 
zwischen anorganischem und Gesamtphosphor war stets sehr gering. 
In den nachfolgenden Tabellen sind die Bestrahlungen an dem Tage 
eingetragen (umrahmt), an welchem sie im Stoffwechsel erscheinen, 
d.h. also, für die Periode, welche der Bestrahlungsperiode folgte. 
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Kaninchen 1. 
Täglich ausgeschieden (mg). 
Datum Gesamts»N Ä Nee Calcium | Kalium Magnesium 
> Se za A se te nu a 


X. 410 68.6 18,23 10,53 
11. X. & 405 70,6 13.86 8.55 
13. X. | 420 68,6 11,7 71 
15. X. 548 52,7 16.15 10,82 
18. X. 3 313 49,3 15.86 12,47 
20. X. | 2 16.00 

X. 17,5 


Kaninchen 2. 


Täglich ausgeschieden (mg). 


Datum | GesamtsN | Aa Calcium Ih. Kalium Magnesium 
x: 5, 
N, D, 
X. ' 3 H 
AS 1, 7 
X 5, Al 
X. 4.7 D 
X. 3,1 D 
"ex 6,8 D25 ‚6 
X; | k 9.9 | 6: 7,6 
3. XL | 420. | Dn q41 (596 9.8 
6. XI. 315 38,9 142 | 623 10,5 
9. XL | 290 33,9 13.6 532 8,6 
XI. 14. y 8.6 
LL | 15, ) D 
13, 6 
11 


Eine Analyse dieser Tabellen ergibt, daß zunächst einmal die 
Verschiebungen nicht ganz gleich sind, ob die Bestrahlung das erste 
Mal angewandt wurde, oder ob nach einer kurzen Pause eine zweite 
Bestrahlung appliziert wurde. Was zunächst den Stickstoff betrifft, 
so ergibt er, entsprechend den allgemeinen Versuchen, die beim Kanin- 
chen, das gerade Stickstoff ziemlich ungleichmäßig ausscheidet, nicht 
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ganz einheitlich sind, daß in jedem Falle ein irgendwie charakteristisches 
Verhalten kaum festzustellen ist, es sei denn die Vermehrung, welche 
beim Kaninchen 2 besonders in der Folge zu konstatieren war. Beim 
Kaninchen 1 ist dagegen von charakteristischer Beeinflussung nicht die 
Rede, wir wissen ja auch, daß Zunahme der Stickstoffausscheidung 
höheren Grades nur dann zur Beobachtung gelangt, wenn die Strahlen- 
wirkung sehr intensiv und durch fluoreszierende Farbstoffe oder andere 
in ähnlicher Richtung wirkende Körper, wie Jodkali, intensiviert wird. 
Die Beeinflussung der Phosphorausscheidung ist ebenfalls nicht sehr 
erheblich, es ergibt sich aber doch in verschiedenen Fällen eine gewisse 
Steigerung, die augenscheinlich mit der Mehrausscheidung des Kaliums, 
die außerordentlich deutlich ist — mit Ausnahme des ersten Versuchs 
am Kaninchen 1 —, im Einklang steht. Diese im allgemeinen erhöhte 
Kaliumausscheidung wurde auch von Pincussen in seinen Davoser 
Versuchen beobachtet. Ebenfalls diesen Versuchen entsprechend, ist 
in der ersten Strahlungsperiode eine sehr deutliche Abnahme des Kalkes 
festzustellen, die aber in der zweiten Periode beinahe in das Gegenteil 
umschlägt. Diese Zahlen zeigen wieder einmal, daß Lichtwirkung und 
Lichtwirkung nicht dasselbe ist, daß in sehr vielen Fällen es sich um 
eine Art Schockwirkung handelt, welche das ganze Getriebe des 
Organismus umstellt und die mit der Zeit einer gewissen Gewöhnung 
Platz macht. Charakteristisch sind aber auch hier wieder in erster 
Linie das Verhältnis des ausgeschiedenen Caleiums zum Kalium. In 
den ersten Perioden geht das Verhältnis Kalium zu Calcium ungefähr 
auf das Doppelte herauf. Auch das Verhältnis Calcium zu Magnesium 
nimmt ganz erheblich ab, besonders sichtbar ebenfalls in den ersten 
Perioden; also durchaus in Bestätigung der oben genannten Davoser 
Versuche. 


Was nun die Verhältnisse im Blute anbetrifft, so geben sie zum 
Teil außerordentlich überraschende Zahlen. Nachfolgend die Tabellen, 
in welchen die Werte in Milligranımen auf 100 ccm gegeben sind. Auch 
hier sind die auf die Bestrahlung bezüglichen Untersuchungen umrahmt. 


Kaninchen 1. 


Organ. 


Datum | Gesamte ` Cholesterin, Ggs Phosphor Š Calcium Kalium un | Magnesium agnesium 
7. X., 9 80 7.4 6.1 15 22,4 2,67 
1.X 152 A8 6.0 6.7 14 20,7 2,79 
21. X., 143 1 50 4,7 56 | 16 : 187 | 2,78 
28. X.. 275 70 6,3 387 i 13 | 289 
8. XI. 147 | 64 4.6 4.2 14 1 208 1 813 
16.X1. 372 64 . 69 13 22,0 + 3,80 


24. XI. 186 86 46 47 15 217 | 3,76 
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An Kaninchen 2 ergaben sich folgende Werte. 


Kaninchen 2. 


Datum EE Cholesterin ee | ee: Calcium | Kalium | Magnesium 
Be ee en, ran = ee EE m ee 
1. A. 107 Kid Y, 5.9 14 I 18,5 2,87 
1.X. 164 4, 5,6 12 181 2,90 
5 4 51 14 ; 192 | 295 
5, 11 222 | 3,42 


3,18 


| 229 | 3,14 


ot 
DNA 


24. XL, 141 | 48 | 15 


Im Blute ergibt sich also, was den Phosphor betrifft, eine Zunahme 
des anorganischen in allen Fállen, wáhrend der organische Phosphor 
nach der ersten Bestrahlung eine Abnahme, nach der zweiten eine 
Zunahme zeigt. Das Calcium ist im Gegensatz zu den am Menschen 
ausgeführten Versuchen vermindert, das Kalium vermehrt. Wahr- 
scheinlich hängen diese Verhältnisse mit der eigenartigen Struktur und 
lonenzusammensetzung des Kaninchenblutes zusammen; es dürfte 
sich empfehlen, bei den verschiedenen Tieren, die ja eine durchaus 
veränderliche Zusammensetzung der Mineralbestandteile des Plasmas 
zeigen, von diesem Gesichtspunkt aus zu prüfen. Die erhebliche Zunahme 
des Magnesiums im Blute ist außerordentlich charakteristisch und 
hängt augenscheinlich auch mit der im Vergleich zum Calcium er- 
höhten Magnesiumausscheidung zusammen. Möglich ist auch, daß 
die Zeit der Blutentnahme sehr wesentlich ist. Es wird erforderlich sein, 
gerede den Kationenspiegel in ganz kurzen Intervallen zu untersuchen. 


Besonders charakteristisch sind nun die Befunde, welche sich auf 
das Fett beziehen. Der Mehrgehalt des Blutes an Gesamtfett ist sehr 
groB und im höchsten Grade überraschend. Auch wenn man von der 
exzessiven Steigerung beim Kaninchen 2 nach der ersten Bestrahlung 
von 0,153 auf 0,716 Proz. absieht, die vielleicht durch irgendwelche 
besonderen Verhältnisse bedingt sein mag, so sind auch die anderen 
beobachteten Steigerungen, in allen Fällen auf mehr als das Doppelte, 
in hohem Grade charakteristisch. Von irgendwelchen Irrtümern aus 
der Versuchsanordnung heraus kann ebensowenig gesprochen werden, 
wie von Fehlern der regelmäßig doppelt ausgeführten und sehr gut 
stimmenden Analysen. Wie schon vorher erwähnt wurde, kann es sich 
auch nicht um die bekannte Steigerung des Fettgehalts nach Ader- 
lässen handeln, da ja sämtliche Versuche unter gleichen Bedingungen, 
auch in praktisch gleichen Zwischenräumen, ausgeführt wurden. Gegen 
diese enorme Erhöhung des Gesamtfettes kommen die Erhöhungen 
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einzelner Komponenten gar nicht in Betracht. Das Cholesterin ist 
zwar ebenfalls regelmäßig erhöht, jedoch handelt es sich höchstens 
um eine Zunahme von 30 Proz. Über den organischen Phosphor wurde 
bereits gesprochen; erst nach der zweiten Bestrahlung findet sich eine 
Erhöhung der Lipoide, nach der ersten sogar eine gewisse Verminderung. 
Es kann sich also nur um Neutralfette bzw. Fettsäuren handeln, deren 
Menge diese erhebliche Steigerung erfahren hat. 

Wie ist nun diese Tatsache zu erklären? Wir kennen bisher 
nur Lipämien kurze Zeit nach einer fettreichen Nahrung und außerdem 
in pathologischen Zuständen, und zwar außer beim Aderlaß, der schon 
erwähnt wurde und hier nicht in Frage kommt, beim Hunger, bei Ver- 
giftungen und bei Diabetes. Es erscheint mir vorläufig unmöglich, hier 
eine Entscheidung zu treffen. Ein pathologischer Zustand im engeren 
Sinne liegt zweifellos nicht vor, da die Tiere in ihrem Gewicht gleich- 
blieben, außerdem während des ganzen Versuchs ein durchaus normales 
Verhalten zeigten. Man kann also zunächst denken entweder an 
einen langsamen Stofftransport oder an eine Bildung von Fett aus 
anderen Substanzen. Eine solche wäre denkbar, wenn wir überlegen, 
daß unter Bestrahlung nach früheren Versuchen von Rothmann (4) der 
Zucker nicht nur im pathologischen Blute (Pincussen) abnimmt, sondern 
auch im normalen, und es wäre nicht ganz auszuschließen, daß es sich 
um eine Umwandlung von Zucker in Fett handelt. Ob diese supponierte 
Umwandlung von einer weiteren Ablagerung von Fett an anderen 
Stellen begleitet ist, müßten Versuche über den Fettgehalt bestrahlter 
Tiere ergeben. Wichtig erscheint in diesem Zusammenhang noch die er- 
wähnte Beobachtung, daß durch Bestrahlung das fettspaltende Ferment 
im Blute vermindert ist. Man könnte sich doch vielleicht vorstellen, 
daß, wie schon gelegentlich angenommen worden ist, im Blute eine 
gewisse Aufspaltung des Fettes stattfindet, die nunmehr infolge der 
Schädigung des Ferments durch Strahlung erheblich zurückgesetzt ist. 
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Die Fermente der Haut. VIII. 
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J. Wohlgemuth. 


Über Milchsäurebildung in der Haut 
und ihre Beeinflussung durch verschiedene Strahlenarten. 


Von 
Toshisuke Ikebata. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in Berlin.) 
(Eingegangen am 18. März 1927.) 


Die allgemein verbreitete Annahme, daß die Haut als ein Organ 
mit sehr trägem Stoffwechsel zu betrachten ist, darf wohl als widerlegt 
gelten, seitdem der Nachweis einer großen Zahl von Fermenten in ihr 
gelungen ist. In einer Reihe von Arbeiten ist gezeigt worden, daß die 
Haut über manche Fermente in einem Ausmaß verfügt, wie sie mitunter 
in der Leber nicht viel wirksamer angetroffen werden. Besonders gilt 
das für die am Zuckerstoffwechsel beteiligten Fermente. Denn es wurde 
der Nachweis erbracht, daß der oxydative Zuckerabbau zu Acetaldehyd 
in der Haut in einem Umfange vor sich geht, der hinter dem der Leber 
kaum zurúcksteht. Auch anaerobe Glykolyseversuche?) mit lebens- 
frischer Haut, gemessen mit der manometrischen Mikromethode von 
Warburg, ergaben Resultate, die für einen sehr regen Kohlehydrat- 
stoffwechsel in der Haut sprechen. Es resultierte hier als Durchschnitts- 
wert och, = + 6,0. Von menschlichen überlebenden Organen war 
der entsprechende Wert bisher nur für Lymphdrüse und Rachenmandel 
zu 4,7 bzw. 12,8 ermittelt [Warburg*)]. Der Wert für menschliche Haut 
liegt somit zwischen beiden. Auch die aerobe Glykolyse wurde an der 
überlebenden menschlichen Haut studiert, ergab hier aber stets nur 


1) J. Wohlgemuth und Y. Nakamura, diese Zeitschr. 178, 258, 1926. 
2) J. Wohlgemuth und E. Klopstock, ebendaselbst 175, 202, 1926. 
3) O. Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 51 und 309, 1924. 
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sehr kleine Werte, entsprechend dem von Warburg aufgestellten Satz, 
O 
wonach gutartig proliferierende Zellen einen Quotienten Lcd, liefern, 
O 

der fast Null beträgt, im Gegensatz zu den bösartigen Geschwülsten, 
bei denen derselbe Quotient etwa 3 ist. Auch mit der Haut von mensch- 
lichen Leichen wurden Glykolyseversuche angestellt. Die Werte hierfür 
reichen bisweilen an die für lebensfrische Haut heran, der Durchschnitts- 
wert war aber doch ein wesentlich niedrigerer. Immerhin haben diese 
Versuche dargetan, daß die menschliche Haut noch viele Stunden nach 
Eintritt des Todes einen regen Stoffwechsel aufweist. l 

Die anaeroben und aeroben Glykolyseversuche hatten bisher nur 
eine Milchsäurebildung aus Glucose dargetan. Es galt nun, zunächst 
einmal festzustellen, ob und. in welchem Umfange die Haut imstande 
ist, auch aus anderen Kohlehydreten Milchsäure zu bilden, ob sich hier 
Unterschiede ergeben zwischen Heut von Stoffwechselgesunden und 
Stoffwechselkranken, und ob die Gegenwart von Insulin auf die Milch- 
säurebildung von Einfluß ist. Sodann sollte geprüft werden, ob die 
Haut unter dem Einfluß verschiedener Strahlenarten in bezug auf ihr 
Milchsäurebildungsvermögen eine Umstimmung erfährt. 


I. 


Zunächst wurde das Milchsäurebildungsvermögen studiert an 
Leichenhaut, die von stoffwechselnormalen Individuen stammte. Das 
Material erhielten wir in der Mehrzahl der Fälle 4 bis 6 Stunden nach 
Eintritt des Todes. Meist wurde die Haut aus der Rückenpartie zur 
Untersuchung genommen. Sie wurde sorgfältig von allem subkutanen 
Fett befreit und dann folgendermaßen verarbeitet: 


Zunächst wurde sie mit der Schere in möglichst kleine Stückchen ge- 
schnitten, in Portionen zu 5,0 g abgewogen und jede Portion für sich in der 
Reibeschale unter Zuhilfenahme von Glassplittern und unter sukzessivem 
Zusatz der neunfachen Menge physiologischer Kochsalzlösung zu einem 
möglichst homogenen Brei verarbeitet. Hierauf wurde besondere Sorgfalt 
verwandt, da, wie wir uns überzeugt hatten, nur so ein gleichmäßiges 
Arbeiten in den einzelnen Portionen garantiert war. Sollte die Wirkung 
eines Kohlehydrats auf die Milchsäurebildung untersucht werden, so wurde 
vor dem Verreiben in einem aliquoten Teil der Kochsalzlösung 0,5 g der 
betreffenden Zuckerart gelöst. Hierzu kamen 5,0ccm eines Phosphat- 
puffergemischs (ph = 7,0) und 0,2 g Optochin. basicum. Danach kamen 
die einzelnen Portionen auf 24 Stunden ın den Brutschrank, wurden nach 
Ablauf der Frist scharf zentrifugiert und 30 cem der überstehenden Flüssig- 
keit für die quantitative Milchsäurebestimmung weiter verarbeitet. Zu 
dern Zwecke wurde die Lösung kurz aufgekocht, nach dem Abkühlen in 
Anlehnung an die Vorschrift von Folin mit 4,0 ccm woframsaurem Natrium 
+ 6,0 cem ?/¿n H,SO, versetzt, geschüttelt und filtriert. 25ccm des 
eiweißfreien Filtrats wurden dann in einem 50-cem-Meßkölbchen zur Ent- 
fernung des Zuckers nach Salkovski-Clausen nach vorherigem Neutralisieren 
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mit Kupfersulfat und Kalkmilch behandelt und nach halbstündigem 
Stehen filtriert. Die Prüfung auf Zuckerfreiheit geschah mit der Molisch- 
schen a-Naphtholreaktion und fiel in den Portionen mit Glucose, Glykogen, 
Galaktose und Lactose meist positiv aus, bei Gegenwart von Lävulose und 
Saccharose dagegen fast immer negativ. In diesem Falle wurde dann in 
einem aliquoten Teil des Filtrats die Entzuckerung in der gleichen Weise 
wiederholt, mit dem Erfolg, daB nunmehr sämtlicher Zucker ausgefällt 
war. Mit 10,0ccm des eiweiß- und zuckerfreien Filtrats wurde dann die 
quantitative Bestimmung der Milchsäure nach Fürth-Charnass unter 
Berücksichtigung der Vorschriften von Hirsch-Kaufmann und von Meyerhof 
ausgeführt. 


Auf diese Weise wurde die Milchsäurebildung der Leichenhaut von 
Stoffwechselgesunden in Gegenwart von Glucose, Galaktose, Lävulose, 
Lactose, Saccharose und Glykogen untersucht. 

In der Tabelle I teile ich von den angestellten Versuchen nur drei 


mit. Die aufgeführten Zahlen sind Mittelwerte aus gut übereinstimmen- 
den Doppelanalysen. 


Tabelle I. 

| Versuch I , Versuch II | Versuch Ill 
Jacken | mg Milchsäure mg Milchsäure | mg Milchsäure 
[pro 5g Haut Proz. pro 5g Haut | Proz. | pro 5g Haut | Proz. 
_ ' 7612 182 9,105 | 188 | 645 129 
Glucose. . . . 9,05 181 9,70 194 | 11,85 | 237 
Galaktose . . 9,105 183 1 8,650 172 1,55 151 
Lávulose . . . 152 304 | 1755 351 | 1850 | 270 
Lactose ... 0 — — | — — | 700 j 140 
Saccharose j — — — — 9,70 194 
Glykogen . ...  — — | 8,65 173 10,25 205 


Aus den Zahlen geht hervor, daß Leichenhaut befähigt ist, unter 
günstigen Wirkungsbedingungen schon ohne einen besonderen Zusatz 
Milchsäure zu bilden. Gegenwart von Glucose führt mitunter zu einer 
kräftigen Milchsäuresteigerung, bisweilen ist sie kaum merklich. Das 
hängt vermutlich im wesentlichen mit der Lebensfähigkeit des zum 
Versuch verwandten Materials zusammen. Galaktose liefert meist 
weniger Milchsäure als Glucose. Am wirksamsten ist Lävulose; sie 
hat sich stets als der beste Milchsäurebildner erwiesen. Lactose liefert 
nur sehr wenig Milchsäure, Saccharose wesentlich mehr. Glykogen 
war in einem Falle gar nicht angegriffen worden, in einem anderen 
Falle lieferte sie beträchtliche Milchsäuremengen, doch weniger als 
Glucose. 

Die Ergebnisse beziehen sich ausschließlich auf Leichenhaut und 
können natürlich keinen Anspruch darauf machen, uns ein richtiges 
Bild zu geben von dem wahren Umfang der Milchsäurebildung in der 
lebenden Haut. Denn es ist klar, daß nach dem Eintritt des Todes die 
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Vitalität aller Zellen leidet, und daß auch die Hautzellen diesem Gesetz 
unterworfen sind. Nur so erklärt sich z. B., daß in Versuch 2 die Milch- 
säurebildung aus Glucose nur eine ganz minimale war und Glykogen 
überhaupt nicht angegriffen wurde. Immerhin haben die Versuche 
das eine mit Sicherheit erwiesen, daß die Lävulose der bei weitem beste 
Milchsäurebildner ist. 

Deshalb war es von großer Wichtigkeit, die Versuche mit lebens- 
frischer menschlicher Haut zu wiederholen. Solche stand uns zur 
Verfügung bei Beinamputationen, die des öfteren auf der chirurgischen 
Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses vorgenommen werden 
mußten. Herrn Prof. Mühsam und Herrn Prof. Unger sind wir für die 
Überlassung des Materials sehr dankbar. Die Haut entnahmen wir 
natürlich nur solchen Partien des Gliedes, die noch ein vollkommen 
normales Aussehen boten. Die Verarbeitung und Versuchsanordnung 
war genau die gleiche wie oben beschrieben. Die Resultate von drei 
Versuchen geben wir in Tabelle II wieder. 


Tabelle II. 


| Versuch I | Versuch || Versuch n Versuch I 
Zuckerart | o Milchsiure mg Milchsäure mg Milchsä 


11 
ure 
a pro 5g os eu Proz. pn | pro 5g Haut, Proz. | pro 5g Haut Proz. 


AA KREE Ver A| 

— 1,90 38 | 3,50 70 
Glucose . I CAN 151 | 8, 80 176 
Galaktose . | Do, 1353 i — — 
Lävulose . . . 13,20 264 | 12,85 257 
Lactose. . . ./ 4,50 Hl |: — — 
Saccharose . . E ! 6,95 139 7,00 | 140 
Glykogen . . . + 350 | 70% 7,00 140 | 6,49 128 


Wenn wir zunächst von den Kontrollen absehen, so haben sämtliche 
Versuche übereinstimmend ergeben, daß die lebensfrische Haut weit 
ausgiebiger aus den ihr zur Verfügung stehenden Kohlehydraten Milch- 
säure bildet als die von Leichen. Das tritt besonders deutlich zutage in 
den Versuchen mit Glucose und Lävulose. Letztere erwies sich auch 
hier wieder als der beste Milchsäurebildner. Dann folgt Glucose, dann 
Saccharose, dann erst Glykogen. Amschwächstenerwiesensich Galaktose 
und Lactose, wie wir das auch bei der Leichenhaut gesehen haben. 
In einem Punkte scheinen die Versuche mit lebender Haut in Wider- 
spruch mit denen von Leichenhaut zu stehen, insofern, als die lebens- 
frische Haut ohne Zusatz (Kontrolle) weit weniger Milchsäure produziert 
als Leichenhaut, obwohl siedoch nach obigen Versuchen ein weit stárkeres 
milchsäurebildendes Vermögen besitzt als letztere. Dieser Widerspruch 
war nur so zu erklären, daß entweder die Muttersubstanz der Milchsäure 
in der lebensfrischen Haut in weit geringerer Menge vorhanden war als 
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in der Leichenhaut — was nicht gerade sehr wahrscheinlich war — oder 
daß die Leichenhaut schon bei Beginn des Versuchs präformiert eine 
beträchtliche Milchsäuremenge enthielt. In der Tat zeigte sich, so oft 
wir Leichenhaut direkt auf Milchsäure verarbeiteten, daß diese mit- 
unter sehr viel Milchsäure enthielt — in einem Falle 102 mg-Proz. —, 
je nachdem der Eintritt des Todes wenige oder viele Stunden zurücklag, 
während in der lebensfrischen Haut sich höchstens Spuren von Milch- 
säure nachweisen ließen. 


Die Haut, die wir bisher untersucht hatten, stammte von stoff- 
wechselgesunden Individuen. Es interessierte nun, ob Störungen im 
Kohlehydratstoffwechsel auch von Einfluß sind auf die Milchsäurebildung 
in der Haut. Zu dem Zwecke untersuchte ich die Haut von Individuen, 
die infolge Diabetes ad exitum gekommen waren. 


Die Methodik der Verarbeitung und der Milchsäurebestimmung 
war die gleiche wie in den früheren Versuchen. Deshalb sei nur kurz 
das Resultat in Tabelle III mitgeteilt. 


Tabelle III. 
| Versuch I | Versuch II Versuch II 
Zuckerart mg Milchsäure | mg Milchsäure mg Milchsäure 


Proz. 


|; 
¡pro 5g Haut Proz. pro 5g Haut 


Glneose. ... | 


Glykogen . . . 9,15 3 ' 945 189 7,35 147 
Lävulose . .. 11.60 232 14.55 291 11,70 234 
Saccharose . . |; 810 | 162 | 915 | 183 10,50 210 


Man sieht, daß die Milchsäuremengen, verglichen mit stoffwechsel- 
gesunder Haut (Tabelle I), um nichts zurückbleiben: Die Haut des 
an Diabetes Verstorbenen ist in demselben Ausmaß befähigt, Milchsäure 
aus verschiedenen Kohlehydraten zu bilden wie die Haut eines an 
Magenblutung oder an Pneumonie Verstorbenen. Auch hier übertrifft 
die Lävulose in allen Fällen die Glucose in der Milchsäurebildung, und 
ebenso bleibt auch hier das Glykogen hinter der Wirkung der Glucose 
zurück. Auch das Polysaccharid Saccharose wird von der diabetischen 
Haut in beträchtlicher Menge zu Milchsäure abgebaut. 


Aus dem günstigen Ausfall der Versuche mit Diabetikerhaut 
könnte man deduktiv schließen, daß Insulin ohne Einfluß auf die 
Milchsäurebildung der Haut ist. Darauf weisen außerdem auch schon 
Versuche von Wohlgemuth und Klopstock hin, die keine Beeinflussung 
der anaeroben Glykolyse durch Insulin feststellen konnten. Immerhin 
schien es uns doch wünschenswert, in besonderen Versuchen zu prüfen, 
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ob unsere Annahme zu Recht bestand. Hierzu verwandten wir lebens- 
frische Haut sowohl wie Leichenhaut, wie auch Haut von Diabetikern. 


Die Versuche wurden in der üblichen Weise angestellt unter Zugabe 
von 2,0ccm Insulin (Kahlbaum) mit den erforderlichen Kontrollen. 
Hier beschränkten wir uns ausschließlich auf Versuche mit Glucose 
und Lävulose als den besten Milchsáurebildnern. Das Resultat ist 
aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 


—K— e EE EEN Ee ee 


N Stoffwechselgesunde Haut | 


Haut von Diabetikern 


| von Leichen lebensfrisch 


Versuch I Versuch II 
mg Milchsäure mgMilchsäure 


Zuckerart Versuch I | Versuch I Versuch II 
‚mg Milchsäure mgMilchsäure mg Milchsäure 


Pro Še [Proz Pe Proz. pro 58 Proz. PÉL Proz Pro 5g Proz. 

i i 
"E 1,8 aan | 70: 2,95. 59| 6,40| 198 
Glucose . . 2... 8,35 1167 7,55 ‚151 | 8,75 '175 10,25 205 ¡ 10,50 1210 
Glucose + Insulin . | 10,80 |216 8,10 | 162| 9,35 TIR 12,65 | 253 | 12,85 | 257 
Lávulose . . . . . 10,25 |205; — | — — — | 11,85 | 237 | 11,70 | 234 
Lävulose + Insulin ¡1130 226, — |—| — |— | 1160 , 232 | 14,00 | 250 


Hiernach ergibt sich, daß die Milchsäurebildung in der lebens- 
frischen Haut durch Insulin so gut wie unbeeinflußt geblieben ist, die 
Differenzen sind in beiden Versuchen so klein, daß von einer ins Gewicht 
fallenden Mehrproduktion nicht gesprochen werden kann. Anders bei 
der Leichenhaut. Hier sehen wir besonders in dem Versuch mit Glucose 
bei Gegenwart von Insulin die Milchsäuremenge mächtig ansteigen; 
weniger stark ist der Einfluß in dem Lävuloseversuch. Und endlich ist 
bei der Diabetikerhaut in beiden Versuchen mit Glucose unter dem 
Einfluß von Insulin weit mehr Milchsäure gebildet worden als in den 
entsprechenden Kontrollen. Bei Lävulose hat sich nur in einem Versuch 
eine Mehrproduktion feststellen lassen. Somit muß man also doch dem 
Insulin einen Einfluß auf die Milchsäurebildung zusprechen. Daß dieser 
in der lebensfrischen Haut nicht zum Ausdruck kommt, beruht aller 
Wahrscheinlichkeit nach darauf, daß die lebensfrischen Hautzellen 
noch über einen so reichlichen Insulingehalt verfügen, daß ein weiterer 
Zusatz die Wirkung nicht mehr verstärkt. Das mag auch der Grund sein, 
weshalb die oben zitierten anaeroben Glykolyseversuche mit über- 
lebender Meerschweinchenhaut keine fördernde Wirkung des Insulins 
haben erkennen lassen. 

II. 


Weiter haben wir unsere Versuche auf lebensfrische Tierhaut aus- 
gedehnt, und zwar interessierte uns einmal, den Umfang der Milchsäure- 
bildung in der tierischen Haut unter den gleichen Bedingungen kennen. 
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zulernen, sodann aber auch festzustellen, ob diese Eigenschaft der Haut 
durch verschiedene Lichtarten in irgend einer Richtung beeinflußt 
werden kann. Denn es war früher gezeigt worden!), daß der Ferment- 
gehalt der Haut unter der Einwirkung von Strahlen nicht unbeträcht- 
liche Änderungen erfahren kann. So hatte unter dem Einfluß von 
natürlichem Sonnenlicht und von künstlicher Höhensonne die Diastase 
erheblich abgenommen, die Phenoloxydase beträchtlich zugenommen; 
bei Bestrahlung mit Röntgenstrahlen war die Diastase fast unbeeinflußt 
geblieben, die Phenoloxydase wesentlich schwächer geworden. Es galt 
nun zu ermitteln, ob und inwieweit die Tätigkeit der Milchsäurebildung 
der Haut durch Bestrahlungen verschiedener Art eine Änderung erfährt. 


Als Versuchstiere dienten uns Meerschweinchen von annähernd 
gleichem Gewicht. Ein Teil diente als Kontrolltiere, die anderen wurden 
der Einwirkung von Sonnenstrahlen, Höhensonne und Röntgenstrahlen 
ausgesetzt. 


Zunächst sei über die Kontrolltiere kurz berichtet. 


Zu jedem Versuch wurden mindestens zwei Tiere verwandt. Da. 
für die Bestrahlung nur die Rückenpartie der Tiere in Betracht kam, so 
wurde auch von den Kontrolltieren, um möglichst gleiche Verhältnisse 
zu haben, nur die Rückenhaut verarbeitet. R 


Zu dem Zweck wurden die Tiere durch Entbluten getötet, die Rücken- 
haut von den Haaren gründlichst befreit, dann die Haut von der unter- 
liegenden Muskelschicht vorsichtig abgetrennt und alle Sorgfalt darauf 
verwandt, alle der Innenfläche noch fest anhaftenden kleinen Muskelfasern 
abzutragen. Hiernach wurde die Haut mit der Schere so fein wie irgend 
möglich zerkleinert und in Portionen zu 5 g in der Reibeschale in der oben 
beschriebenen Weise weiter verarbeitet. Das Verreiben der Haut mit 
Glassplittern und physiologischer Kochsalzlösung zu einem homogenen 
Brei machte hier viel größere Schwierigkeit als bei der menschlichen Haut, 
offenbar, weil die Meerschweinchenhaut sehr reich an elastischen Fasern ist. 

Von Kohlehydraten untersuchten wir nur Glucose, Lávulose und 
Glykogen. Anfänglich hatten wir auch noch Versuche mit Galaktose, 
Laktose und Saccharose angestellt, so daß zusammen mit der Kontrolle 
sieben Portionen vorbereitet werden mußten. Aber da das äußerst müh- 
selig war und außerdem jeder Versuch dann mindestens drei Tiere erfordert 
hatte, begnügten wir uns mit dem Ansatz von nur vier Portionen und 
berücksichtigten nur die drei erstgenannten Zuckerarten. 

Die Versuchsdauer betrug auch hier 24 Stunden. Die weitere Ver- 
arbeitung geschah in der oben beschriebenen Weise. 


Die Resultate von nur drei Versuchen gebe ich in Tabelle V wieder. 
Der besseren Übersicht wegen sind nur die Milchsäurewerte für 100 g 


Haut in Milligrammen aufgeführt und daneben stehend die Differenz 
zwischen Kontrolle und Zuckerversuch. 


1) J. Wohlgemuth und Sugihara, diese Zeitschr. 168, 260, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 186. 4 


50 T. Ikebata: 


Tabelle V. 


Kontrolltiere È y 

en 5 E 

Zuckerart | I u Im 25 

mg+Proz. | Differenz mg+Proz. | Differenz | mg-Proz. |Difterenz Ela 

AS 

Glucose 222... 216 | 65 | 54 
Lävulose 280 129 | 108 
Glykogen 183 32 | 2 


Zunächst sehen wir, daß die lebensfrische Meerschweinchenhaut 
an sich schon recht beträchtliche Milchsäuremengen zu bilden vermeg; 
sie sind etwa dreimal so groß, wie die von frischer Menschenhaut pro- 
duzierten. Dagegen sind die aus Glucose gebildeten Milchsäure- 
quantitäten nicht so erheblich, sie betragen hier höchstens 67 mg, 
während wir bei der Menschenhaut Differenzen bis 114 mg begegnen. 
Auch die Lävulose erweist sich hier als bester Milchsäurebildner, 

während Glykogen hinter beiden Zuckern zurückbleibt. 
Í Was nun die bestrahlten Tiere anbetrifft, so wurden sie zunächst 
sämtlich am Rücken von den Haaren befreit und dann der Bestrahlung 
unterworfen. Die Sonnentiere wurden durchschnittlich 8 bis 10 Tage 
hintereinander mehrere Stunden kräftiger Sonnenstrahlung ausgesetzt, 
am Tage des Versuchs noch 2 Stunden in der Sonne gehalten und dann 
durch Entbluten getötet. | 

Die Höhensonnentiere!) wurden 4 bis 6 Tage hintereinander je 
LG Stunde lang in einem Abstand von etwa 40 cm den Strahlen der 
Quecksilberlampe ausgesetzt und dann getötet. 

Die Röntgentiere!) wurden einmal mit einer doppelten Hauterythem- 
dosis bestrahlt, das eine (I) nach 4 Tagen, das andere (II) nach 6 Tagen 
entblutet. 

Die Versuchsanordnung und die analytische Verarbeitung geschah 
in der oben beschriebenen Weise. 

Die Resultate sind in den Tabellen VI, VII, VIII zusammengestellt. 


Tabelle VI. 

o o Sonnentiere | P N 
Zuckerart I 1 m | ER 

_ | mg+Proz. | Dilerenz Bez | Differenz | mg-Froz. Differenz ES 
=> WEI | — lí | — ES 
Glucose . 2.2.2... | 178 27 | 140 38 32 
Lávulose . 2... 248 | 92 | 2532 | 151? 84 
a 156 ' -5 | 118 16 10 


Glykogen 


1) Den Herren Prof. Levy-Dorn und Laqueur sind wir für die Hilfe 
leistung bei den Bestrahlungen sehr dankbar. 
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Tabelle VII. 
| Höhensonnentiere | S 
SE 
1I m ER 
Zuckerart Milchsäure Milchsäure ,  Milchsäure 53 
-—mg»Proz. | Differenz mg+Proz. Differenz mg+»Proz. ‚Differenz, Á 
— 167 | — | 183 | = | 194 — | - 
Glucose `... 183 ' 16 | 229 46 216 2 28 
Lávulese ...... 253 | 86 2064 . 81 270 76 | 8 
Glykogen ...... ee. | — 188 , 5 210 16 |10 
Tabelle VIII. 

Röntgentiere o 
tas E N tl | Durch» 
ee | Milchsäure Milchsäure | nn 

| mg+Proz. | Differenz mg-Proz. Differenz 
EEE EE A ” zen 
— - 178 — 198 — — 
Glucose ..... E 183 5 205 7 | 6 
Lávulose `... 232 54 253 55 54,5 


Aus ihnen ergibt sich übereinstimmend zunächst, daß die spontane 
Milchsäurebildung der Haut unverändert geblieben ist. Die Werte 
sind in allen Kontrollversuchen die gleichen wie bei den Kontrollen 
der Normaltiere. Im Gegensatz dazu hat aber die Bildung der Milch- 
säure aus Kohlehydraten eine Schädigung erfahren. Dieselbe ist noch 
nicht sehr groß bei den Sonnentieren (Tabelle VI), wesentlich stärker 
schon bei den Höhensonnentieren (Tabelle VII) und ganz eklatant 
bei den Röntgentieren (Tabelle VIII). Dabei hat sich der graduelle 
Unterschied zwischen den drei Zuckerarten nicht verschoben. Die 
Lävulose ist in allen drei Gruppen der beste, das Glykogen der schwächste 
Milchsäurebildner geblieben. 


Die Tatsache, daß die Milchsäurebildung der Haut aus Kohle- 
hydraten unter dem Einfluß verschiedener Strahlenarten eine Schwächung 
erfährt, erscheint uns recht bemerkenswert, wenn wir auch noch nicht 
übersehen können, wie diese Umstimmung des physiologischen Stoff- 
wechselgetriebes der Hautzelle sich weiter auswirkt. Um hier Klarheit 
zu bekommen, bedarf es noch weiterer Untersuchungen im Kohlehydrat- 
stoffwechsel der Haut. Wir denken dabei speziell an die Verfolgung 
des oxydativen Zuckerabbaues in der Haut, der, wie Wohlgemuth und 
Nakamura gezeigt haben, von nicht unbeträchtlichem Ausmaß ist, 


4* 
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besonders im Hinblick darauf, daß unter dem Einfluß von Sonnenlicht 
und Höhensonne die Phenoloxydase der Haut in ihrer Wirkung erheblich 
verstärkt ist. Denn man könnte sich vorstellen, daß von denselben 
Strahlenarten noch andere oxydative Prozesse in der Hautzelle einen 
Impuls erfahren, daß vielleicht dieselben Strahlenarten, die eine 
Schädigung des Zuckerabbaues zu Milchsäure bedingen, eine Förderung 
des oxydativen Zuckerabbaues herbeiführen. Über derartige Versuche 
soll in einer späteren Mitteilung berichtet werden. 


Zum Schluß sei noch auf eine Tatsache die Aufmerksamkeit ge- 
lenkt, die bei allen Versuchen, sei es mit lebender Menschenhaut oder 
Leichenhaut, sei es mit stoffwechselgesunder oder stoffwechselkranker 
Menschenhaut, sei es mit normaler oder durch irgend eine Strahlenart 
geschädigter tierischer Haut, immer wieder in die Erscheinung tritt, 
nämlich die besonders starke Milchsäurebildung in Gegenwart von 
Lävulose. Hiernach scheint die Lävulose im Kohlehydratstoffwechsel 
der Haut eine besonders bevorzugte Stellung einzunehmen. Daß sie 
auch sonst im Zuckerstoffwechsel eine ganz besondere Rolle spielt, 
ist aus verschiedenen Tatsachen bekannt. So wird z. B. vom Diabetiker 
die Lävulose viel besser ausgenutzt als die Glucose. Die physiologisch 
so wichtige Hexosephosphorsäure, das Lactacidogen von Embden, 
hat sich als ein Lävulosederivat erwiesen. Hefe vergärt Lävulose viel 
schneller als Glucose; Zusatz von Spuren von Lävulose genügen schon, 
um die Vergärungsgeschwindigkeit der Glucose durch Hefe enorm zu 
steigern. Mit allen diesen durch das Experiment gesicherten Tatsachen 
steht der von uns erhobene Befund der besonders ausgiebigen Bildung 
von Milchsäure aus Lävulose durch die Haut in gutem Einklang. 


Zusammenfassung. 


1. Leichenhaut ist befähigt, ohne und mit Zusatz von Kohlehydraten 
Milchsäure zu bilden. 


2. Noch weit stärker ist die Milchsäurebildung durch ganz frische 
Menschenhaut. 


3. Auch die Haut von schweren Diabetikern ist imstande, Milch- 
säure aus Kohlehydraten zu produzieren in gleichem Ausmaß, wie die 
Haut von Stoffwechselgesunden. 


4. Insulin ist ohne Einfluß auf die Milchsäurebildung der lebens- 
frischen Haut; dagegen fördert Insulin in Gegenwart von Kohle- 
hydraten die Milchsäurebildung der Leichenhaut und der Haut von 
Diabetikern. 


5. Die Haut vom Meerschweinchen besitzt gleichfalls starkes 
Milchsäurebildungsvermögen. 
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6. Durch Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht wird diese 
Fähigkeit in geringem Maße geschädigt, weit mehr noch durch künstliche 
Höhensonne; am allerstärksten ist die Schädigung durch Röntgen- 
strahlen. 


7. Von den untersuchten Kohlehydraten hat sich die Lävulose als 
der bei weitem beste Milchsäurebildner erwiesen. Danach scheint die 
Lävulose eine besonders bevorzugte Stellung im Kohlehydratstoffwechsel 
der Haut einzunehmen. 

Diese Arbeit ist aus Mitteln bestritten, für die wir der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft zu besonderem Dank verpflichtet 
sind. 


Über die Beeinflussung des Harnquotienten C:N 
durch die Nahrungszusammensetzung unter besonderer 
Beriicksichtigung der Aminosáuren. 


Von 
A. Bickel und I. Remesow. 


(Aus der experimentell -biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitát Berlin.) 


(Eingegangen am 25. März 1927.) 


Daß die Nahrungszusammensetzung in dem Sinne einen Einfluß 
auf die Lage des Harnquotienten C : N hat, daß mit dem Kohlehydrat- 
reichtum der Nahrung dieser Quotient ansteigt, ist seit langem bekannt. 
Besonders lehrreich ist hierzu der Versuch, den Wada?) auf Veranlassung 
des einen von uns (Bickel) machte, und der darin gipfelt, daß man einem 
Kaninchen, dessen Durchschnittsquotient bei qualitativ bestimmter 
Nahrung bekannt ist, eine perorale Traubenzuckerzulage gibt. Dann 
erhöht sich der Quotient sofort beträchtlich bei ungefähr unverändert 
bleibendem absoluten C-Gehalt, aber sinkendem absoluten N-Gehalt 
des Harns. 

Bei weiteren Studien über die Beeinflußbarkeit des Quotienten 
durch die Zusammensetzung der Nahrung wollten wir die Wirkung der 
Aminosäuren untersuchen. Da wir aber zurzeit nicht über die Mittel 
verfügten, um uns chemisch reine Aminosäuren in genügender Menge 
beschaffen und damit die Tiere ernähren zu können, beschlossen wir, 
einen vorläufigen Versuch mit einem der im Handel erhältlichen EiweiB- 
hydrolysate anzustellen. Wir wählten zu diesem Zwecke die Maggische 
Suppenwürze, die ein derartiges Gemisch von Aminosäuren ist, und 
von der wir auch genügend zuverlässige Analysen besitzen, da sie u. a. 
von Professor Hahn im Hygienischen Institut der hiesigen Universität 
chemisch und biologisch fortlaufend kontrolliert wird. Zudem hatten 


1) Wada, diese Zeitschr. 171, H. 1/3, 1926. 
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der eine von uns (Bickel) u. a.!)sowohlam Pawlowschen Magenblindsack- 
hunde als auch am erwachsenen Menschen gezeigt, daß Maggis Würze 
intensiv und nachhaltig die Magensekretion auslöst bzw. steigert, 
und zwar sowohl den ‚Appetitsaft‘‘ als auch den ,chemischen Saft‘ 
(nach Pawlow), und daß diese Wirkung in der Tat auf die auch von 
E. Salkowsks?) in Maggis Würze festgestellten großen Mengen von 
Aminosäuren zurückzuführen ist. In späteren Versuchen hatte der 
eine von uns nachgewiesen, daß die starke safttreibende Wirkung der 
Maggischen Würze, die seither klinisch vielfach bestätigt und aus- 
gewertet worden ist?) [Förderung der Verdauung und damit der 
Resorption, erhebliche Gewichtszunahmen?)], nicht nur bei der oralen 
und intragastralen Gabe, sondern auch — unter Ausschaltung der 
Nervenleitung — bei der subkutanen und intravenösen Zufuhr eintritt, 
somit auf den erheblichen Gehalt an Sekretinstoffen zurückzuführen ist. 


Das Ergebnis unseres jetzigen ersten Versuchs über die Lage des 
Harnquotienten C: N bei der Aminosáuregabe mit der Maggischen 
Würze war aber so überraschend, daß wir sofort noch drei andere 
Versuche, die in gleicher Weise angeordnet waren, an jenen ersten 
anschlossen, um es zu sichern. In unserer vorliegenden Arbeit wollen 
wir kurz über diese Untersuchung berichten. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 


Zwei Hunde wurden mit einer auf ihr Körpergewicht berechneten, 
kalorisch suffizienten, gemischten Kost, «lie auch einen genügenden Mineral- 
stoff- und Vitamingehalt hatte, ernährt. Das Eiweiß in dieser Kost war 
Weizeneiweiß, das wir von der chemischen Fabrik Dr. Klopfer, Dresden- 
Leubnitz, bezogen hatten. Die 24stündigen Harnmengen wurden bei 
jedern Hunde gesammelt und gemessen, und darin wurde der Stickstoff 
nach Kjeldahl und der Kohlenstoff nach der Methode von Tungl-Kereszty 
mit der Modifikation von @omez*) bestimmt. Der Kot wurde periodenweise 
gesammelt, getrocknet und nach Poda präpariert. In dem Kote wurde der 
N- und C-Gehalt bestimmt. Für die einzelnen Perioden des Versuchs 
wurden die durchschnittlichen täglichen Harn-N- und Harn-C-Werte und 
die durchschnittliche Lage des Harnquotienten C: N durch Addition aller 
Harn-C- und Harn-N-Werte einer Periode und Division dieser Summen 
ermittelt. 


In einer Vorperiode bekamen die Tiere lediglich das oben genannte 
Futter. Es hatte folgende Zusammensetzung: 


1) Bickel, Deutsch. med. Wochenschr. 1906, Nr. 33; derselbe, Arbeiten 
aus dem Patholog. Institut zu Berlin, 1906; Rheinboldt, Zeitschr. f. physikal. 
u. diät. Therap. 1906, H. 1. 

2) Bickel, Intern. Beitr. z. Pathol. u. Therap. d. Ernährungsstörungen 
5, H. 1, 1914. 

3) Schroeder, Deutsch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 32; Varges, Raben- 
horst und Dufeldt, Deutsch. militärärztl. Zeitschr. 1909, H. 19. 

4) Gomez, diese Zeitschr. 167, H. 4/6, 1926. 
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Hund 1 | Hund 2 
etwa 9600—9700 g Körpergewicht | etwa 6300 g Körpergewicht 
g g 


Weizeneiwe . .. | 45,0 45,0 
Reis sandte 80,0 40,0 
Frische Butter ...... | 20,0 15,0 
Frische Hefe. ..... . | 9,0 ! 6,0 
Zellsalzgemisch . . . . . . | 1,5 1,0 
Kochsalz. .. . 2.2... | 1,5 1,0 
N-Gehalt der Nahrung . . : 7,2094 g N 6,6510 g N 


Dieses Futter wurde auch in der Zwischen- und Nachperiode gegeben. 
An die Vorperiode und an die Zwischenperiode aber schloß sich je eine 
Hauptperiode an, in der die Tiere 2g Weizeneiweiß weniger erhielten, 
dafür aber 9,4g Maggische Suppenwürze bekamen. Der N-Gehalt von 
2 g Weizeneiweiß entsprach genau demjenigen von 9,4 g Maggischer Suppen- 
würze. Weil nun ferner in 9,4g Maggischer Würze fast genau 1,5g NaCl 
sind, so wurden in den Maggi-Perioden die Kochsalzzulagen zur Nahrung 
fortgelassen. | 

Auf diese Weise war erreicht worden, daß der N-Gehalt der Nahrung 
in allen Perioden bei einem Tiere gleich war, und daß auch im Kochsalz- 
gehalt der Nahrung jedenfalls keine gröberen Differenzen obwalteten. 


In der Tabelle I sind die Ergebnisse aller Versuche zusammen- 
gestellt. 

Bei beiden Hunden stieg immer in den Hauptperioden, also unter 
dem Einfluß der Gabe einer kleinen Menge der Maggischen Suppen- 
würze die C-Ausscheidung durch den Harn in ihren absoluten Werten 
deutlich an, um nach Aussetzen der Würzegabe sofort oder spätestens 
nach 1 bis 2 Tagen wieder auf den ungefähren Wert der Vorperiode 
zurückzukehren. Die N-Ausscheidung durch den Harn blieb bei dem 
Hunde 1 in ihren absoluten Werten in allen Perioden auf annähernd 
der gleichen Höhe, beim Hunde 2 stieg sie in der ersten Maggiperiode 
etwas an, blieb aber dann durch alle folgenden Perioden auf dieser 
einmal erreichten Höhe annähernd stehen. 

Die N-Bilanz, die bei beiden Hunden schon in den Vorperioden mit 
+ 1,58 bzw. + 1,35g N stark positiv war, wurde bei dem Hunde 1 
in den Hauptperioden noch ein wenig stärker positiv, bei dem Hunde 2 
schwächte sie sich in der ersten Hauptperiode ein wenig ab, nahm aber 
dafür in der zweiten Hauptperiode zu und lag hier auch wesentlich 
über dem Werte der Nachperiode. 

Die Etuweifoxydation zeigte folgendes Verhalten: Wenn man den 
Prozentsatz berechnet, den der Harn-N in jeder Periode vom resorbierten 
Nahrungs-N beträgt, dann findet man nach Maßgabe der Tabelle 1, 
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Tabelle I. Hund 1. 


| L Haupt- | ` Zeichen, | H. Haupte | porode 
| Kreien Ke perinde °) Kee de 
li Tage 11 VE CH Kc? 


8 e | a) 40,5228 | 
Harn-C pro Periode . .| 36,4126| 46 D b 28,841 j | 34,1800 | 18,1823 
| a) 3,6839 | 
Harn-C pro Tag. . . .. 3,0344 6,6206| D 2.9801 | 4,2725| 2,5975 
Harn-N pro Periode . .; 68,5128| 87 ere 7 er (aas) 85,2775 
i a) 5,2922 
Harn-N pro Tag .. ` 5,2927 5,4110| EE ` 4,9773| 5,0394 
C:Ni.Periodendurchschn.! 0,5780 | 1,2301 $) 5749 | 0,8580| 0,5150 
Kot-C pro Periode. . „| 18,4400) 2,4991 7,0811 ` 5,1828| 7,0101 
Kot-C pro Tag... 11201 08571; 0,6437 0,6416 | 1,0014 
Kot-N pro Periode. . .  4,1026| 0,8203 3,8402 | 0,9056 | 2,5643 
Kot-N pro Tag... 0,3418| 0,1172 0,3491 0,1132 | 0,3663 
Nahrungs-N pro Tag . 7,2094 | 7,2094 7,2094 7,2094 | 7.2094 
N-Bilanz pro Tag . E +1,6811 | +1,5681 | +2,1189 | +1,8034 
Eiweißoxydation **) . ., 77,6%, | 762% | 771% . 70,1%, | 736% 
Hund 2. 
R E Haapt: | Zwisch I. Haupt» | Nacho 
ee | ee A ré 
A A A A E T o eaa Te i e a a Ee 
Harn-C pro Periode . | 24,8118| 43,3756 | 28,8762 | 40,9892 | 19,3952 
Harn-C pro Tag. . . JL 2,7568| 3.9432 3,1529 | 511236 | 2,7707 
Harn-N pro Periode . 43.7753 63,5015 50,5911 | 43,3925 | 39,0645 
Harn-N pro Tag . 4.8639 | 5,7728 5,6212 | 5,4241 | 5,5806 
C:Ni. Periodendarchschn. 0,5660! 0,6830 0,5610 | 0,9440 | 0,4960 
Kot-C pro Periode . . S 5,8906 | 3,4191 2,4002 54014 | 8,1008 
Kot-C pro Tag . . . . | 0,6545) 0,3108 0,2667 | 0,6751) 1,1572 
Kot-N pro Periode. . . 3,8977 ` 0,9550 0,7189 2,0731 | 3,1126 
Kot-N pro Tag . 04331! 0,0868 0,0799 | 0,2591 | 0,4446 
Nahrungs-N pro Tag . | 6,6510 | 6,6510 6,6510 | 6,6510| 6,6510 


e. H 
N-Bilanz pro Tag . . +1 3540. +0,7913 ! + 0,9499 | +0,9678 | +0, ‚6257 
Eiweißoxydation . | | ||| 782% | 879% | 855% | 848% | 89.9%, 

%) In den ersten 3 Tagen der 11tágigen e bei dem Hund 1 war noch als 
Nachwirkung der I. Hauptperiode die CsAusscheidung erhóbt. Die für die Zwischenperiode chas 
rakteristischen Mittelwerte erhält man daher, wenn man die ersten 3 Tage nicht mit berücksichtigt. 
Unter „a“ sind alle 11 Tage, unter „ß* nur die letzten 8 Tage dieser Periode berechnet. Die 
Werte obne „a“ oder „A als Vorzeichen beziehen sich auf 11 Tage. 

Sai Der Wert für die Eiweißoxydation ist so berechnet, daß ermittelt wurde, wieviel 
Prozent der Harn-N von dem resorbierten N der Nahrung beträgt. Diese Prozentzahl gibt dann 
die Größe der intermediären Eiweißoxydation an, bezogen auf das resorbierte Nahrungseiweiß. 


Tabelle II. 

l g Weizeneiweiß enthält = 0,13394 g Stickstoff (N) 

l g Reis » = 0,01232g y (N) 

lg frische Hefe Se = 0,02176g Si (N) 

Zusammensetzung des Zellsalzgemisches : 

Calcium phosphoricum. = 100,0g | Ferrum citricum = 30,0 g 
Magnesium citricum. . = 100,0g ' Jodum purum . ...= 0,05g 
Kalium chloratum = 15,0g | Kalium jodatum = 0,10g 
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Datum 


. II 


an 
Val 
e E 


N 
~ 
E 


Eat eg pas b teg pd eg teg 


Körper 
gewicht 
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i 


2,1485 


2,1476 


en 
Yin 
-J 
or 


SO} 
Ka 
(ep) 
Os 


> 
O? 
Ol 
pá 


>s So 
C a] 
~] O) 
~J Qt 


pro Tag 


T abe 
Hu 


im Periodendurchschnitt 


5,4110 


5,2922 


4.9773 


5.0394 


1,22 


0,6% 


0,858 


0,515 
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Nah» | Eiweiß- | NeBilanz | 
rungs:N oxy | 


durchschnitt ' 


im Perioden- kungen 


CG pro Tag dation 
ng pro Tag i. Perioden- täglich 
a a Së durchschnitt | g | | 


| 
499 13.4401 |4,1020,| 1,1200 we 7,2094 ' 


3102 (4 5748. 


| 


| 


J- 
2, | 
2,0666 | | 
1,6857 , 
99 07 | 
za + 1,5681, 


"4866 | 
9011 (+ 2.1189 
2771 | 


| | | | 


Erste Hauptperiode 


| | | 
16,03, 2,4991 | 0,8203 , 0,3571 | 0,1172 | 7,2094 | 762 ) 


7,0811 | 3,8402 0,6437 | 0,3491 , 7,2094 | 77,1 
l 


zu eg 


HERA A A ++++++++ EE Ltr tt 


19,45 | 5,1328 0,1132 || 7,2094 | 70,1 


| 
(39,53 | 7,0101 Be 1,0014 | 0,3663 || 7,2094 dE = 230 


SEET 
© zl 
e 
Er 


Vorperiode 


Zwischenperiode 


Zweite Hauptperiode 


Nachperiode 
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Tabe 
Hu 
| | | Së? | | Harn»C | HamN | o. 
| Körper Harns | | g g 
Datum | wicht enge | C:N 
| ge e C N | | pro Tag 
kg ccm g g | | im Periodendurchschnitt 
| | | 
16. 1 6,300 755 || 3,3415 | 5,6109 | 0,595 | | 
17. I. | 6,150 | 69 | 20192 | 4,7990 | 0,420 | 
18. L | 6100 | 1020 | 26444 | 5,0179 | 0,526 | | 
19. I. | 6210 | 710 3,3407 | 6,1211 | 0.545 || | 
20. I. || 6,250 865 2,4890 | 3,1734 | 0,771 |» 2,7568 | 4,8639 | 0,56 
21. I. | 6,800 | 630 | 3,5571 | 5,4500 | 0,650 | 
22. I. | 6270 | 766 | 2,9127 | 5,6000 | 0,520 | 
23. I. | 6170 | 610 || 3,3428 | 5,0189 | 0,665 | 
24. I. | 6350 | 480 | 1,1644 | 29841 | 0,390 
| | 
25. I. | 6400 | 640 2,4981 | 4,9315 | 0,506 || 
26. I 6,380 | 730 3,4002 | 5,9940 0,568 | 
27. I. | 6400 | 675 3,2290 | 5,2779 | 0,611 | 
28. L | 6,400 765 | 6,0450 | 7,0524 | 0,858 | | 
29. I. | 6,400 700 | 4,9980 | 5,3589 | 0,930 | 
30. L | 6,550 710 | 4,9890 | 5.2918 | 0,941 |\ 3,9432 | 5,7728 | 0,68 
31. I. | 6,530 940 | 5,0232 | 5,1874 | 0,962 | | 
1. II. | 6,470 1000 3,0600 | 7,4813 || 0,409 | | 
2, IL. | 6,600 | 620 3,3356 | 3,3876 | 0,987 | 
3.1. | 6400 | 860 | 34417 | 5,7110 | 0,602 | 
4. II. | 6,500 | 960 | 3,3558 | 7,8277 | 0,428 
| | | 
5. U. | 6,500 740 || 3,9912 | 4,2550 | 0,939 | 
6. II. | 6,480 | 750 | 3,9871 | 4,3140 | 0,930 
7. II. | 6,400 850 2,9920 | 5,9508 | 0,503 | | 
8. IL | 6,600 425 || 2,2278 | 3,7760 || 0,589 | | 
9. IL. | 6,400 960 | 3,1028 | 7,0157 || 0,443 |$ 3,1529 | 5,6212 | 0,561 
10. IL. || 6,350 670 3,8766 | 6,9142 | 0,560 
11. IL || 6,400 580 | 2,9932 | 5,6868 | 0,529 | 
12. TL | 6480 | 465 || 20815 | 5.5335 | 0.376 | 
13. II 6,430 750 3,1240 | 7,1451 | 0,438 
6 


‚259 820 3,2148 | 5,0036 | 0,641 | 


14. IL 

4,6916 | 6,9876 | 0,671 | 

2,6724 2.6905 | 0,993 | | 

4 ge | Geer |} 5,1286 54241 | 09M 
4,3942 | 0,916 | | | 
5,7492 | 0,993 | 
8,0647 | 1,409 | 
4,5569 || 0,581 | 
6,7371 || 0,437 | | 
4,9187 | 0,436 
6,6968 | 0,419 |\ 2,7707 | 5,5806 | 0,496 
5,6096 || 0,852 | | 
5,6772 || 0,368 
4,8682 || 0,407 


an, Google 
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daß, je stärker positiv die N-Bilanz ist, um so weniger Harn-N im 
Vergleich zum resorbierten N zur Ausscheidung kommt, d. h. um so 
weniger Eiweiß prozentig oxydiert worden ist. Die absoluten Eiweiß- 
mengen, die oxydiert wurden, waren beim Hunde 1 in allen Perioden 
annähernd gleich, beim Hunde 2 in der Vorperiode ein wenig niedriger 
als in allen folgenden Perioden, in denen sie gleich blieben. 


Der Quotient C:N ist nun in allen Hauptperioden bei beiden 
Hunden deutlich gesteigert. Die Steigerung ist nur in einzelnen Perioden 
erheblicher, in anderen etwas geringer, aber immer doch ganz zweifelsfrei 
vorhanden. In den Vor-, Zwischen- und Nachperioden zeigt der Quotient 
bei beiden Hunden vielfach eine erstaunliche Gleichmäßigkeit. Die 
Steigerung des Quotienten beruht in erster Linie auf der Steigerung 
der absoluten Harn-C-Menge. Die Eiweißoxydation zeigt in ihren ab- 
soluten Werten keine nennenswerte Änderung, nur beim Hunde 2 lag 
sie in der Vorperiode etwas niedriger, als während des ganzen folgenden 
Versuchs. Wohl aber war die Eiweißoxydation im Verhältnis zu der 
Größe des resorbierten Nahrungseiweißes in der Mehrzahl der Versuche 
bei der Maggischen Würzegabe auffallend niedrig. Hier war ja die 
Nahrungs-N-Resorption in der Regel besonders vollkommen. Wurde 
doch der mit der Maggischen Suppenwürze zugeführte Stickstoff in 
der Regel tadellos resorbiert, wie aus den Kotanalysen hervorgeht. 
Das gleiche gilt auch für den Kohlenstoff. 


Nachdem wir die im vorstehenden geschilderte, bisher gänzlich 
unbekannte Wirkung eines Aminosáuregemischs nach Art der Maggs- 
schen Suppenwürze auf den intermediären Stoffwechsel festgestellt 
hatten, eine Wirkung, deren theoretische Erklärung heute noch ver- 
früht wäre, wird es die Aufgabe weiterer Untersuchung sein, mit reinen 
Aminosäuren diese Experimente zu wiederholen. Vielleicht haben wir 
einen Weg gefunden, auf dem sich die ernährungsphysiologische Be- 
deutung des nativen Eiweißes von derjenigen der Aminosäuren oder 
einzelner Aminosäuren untereinander differenzieren läßt. Es ist dabei 
wohl möglich, daß die Vermehrung des Harn-C mit dem Kohlehydrat- 
gehalt bestimmter Eiweißkörper in irgendwelchem Zusammenhang 
steht, wie er sich z. B. im Casein findet. Man müßte bei diesem Studium 
natürlich auch die Wirkung der Fütterung von nativem Casein mit 
derjenigen von Caseinhydrolysat auf die Ausscheidung des dysoxydablen 
Kohlenstoffs untersuchen. 


Dadurch aber unterscheidet sich der durch die Aminosäuregabe 
erzeugte Zustand von dem durch die Traubenzuckergabe hervor- 
gerufenen, daß die Quotienterhóhung bei dem ersteren durch eine 
Vermehrung des dysoxydablen Harn-C, bei dem letzteren aber durch 
eine Verminderung des Harn-N vor allem zustande kommt. 
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Zusammenfassung. 

Wenn man einen kleinen Teil des nativen Nahrungseiweißes durch 
eine hinsichtlich des N-Gehaltes äquivalente Menge von Aminosäuren 
in Form der Maggischen Suppenwürze ersetzt, so findet man folgendes: 

l. die N- und C-Resorption der Nahrung im Darm wird im all- 
gemeinen vollständiger; 

2. die Eiweißoxydation im intermediären Stoffwechsel steigt dabei 
nicht an; 

3. das Plus an resorbiertem N kommt, soweit das aus der Steigerung 
der Positivität der N-Bilanz gefolgert werden kann, zum Ansatz, wird 
jedenfalls retiniert; 

4. der dysoxydable Harn-C vermehrt sich bei ungefähr gleich- 
bleibendem N-Gehalt des Harns; 

5. der Harnquotient C: N steigt an. 


Weitere Untersuchungen über den Einfluß 
der Verfütterung aktiven Eisenoxyds auf den Stoffwechsel 
unter besonderer Berücksichtigung der N-Bilanz 
und des Verhaltens des Harnquotienten C:N!). 


Von 
Igor Remesow (Leningrad). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 25. März 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Untersuchung ist eine Fortsetzung der Arbeiten 
des hiesigen Laboratoriums über den Einfluß von aktiven Eisen- 
verbindungen auf den Stoffwechsel. 


In der ersten hierher gehörigen Arbeit hatte Wada (1) auf Veranlassung 
von Professor Bickel bei Kaninchen aktives Eisenoxyd verfüttert, das 
nach der Baudischschen Methode hergestellt worden war, und die Wirkung 
auf den Harnquotienten C:N studiert. In der zweiten Arbeit hatten 
Bickel (2), Gleichmann (2) und Taslakowa (2) einen frisch der Quelle ent- 
nommenen Stahlbrunnen (Moritzquelle in Bad Elster) an Kaninchen 
peroral verabfolgt und ebenfalls die Wirkung auf die Lage des Harn- 
quotienten C:N untersucht. Beiden Arbeiten lag dieselbe Versuchs- 
anordnung zugrunde. Die Kaninchen konnten nach Belieben Rübenfutter 
fressen, und es wurde weder die Größe der Nahrungsaufnahme, noch die 
Größe der Nahrungsresorption bestimmt. Dieses Vorgehen war deshalb 
berechtigt, weil durch frühere Untersucher, z. B. Rubner (3), festgestellt 
worden war, daß der Harnquotient C:N bei unterernáhrten oder gar 
hungernden Kaninchen sank, was wir auch im hiesigen Laboratorium 
öfters beobachten konnten. Bei den Versuchen mit dem aktiven Eisen und 
der Stahlquelle aber stieg dieser Quotient in der Regel stark an, und beim 
notorisch unterernährten Kaninchen blieb die Quotientsteigerung nach der 
Mineralwassergabe aus, und der Quotient strebte dem tiefen Werte des 
Hungerquotienten zu. Diese Beobachtung zeigte an, daß die den 
Quotienten C:N steigernde Wirkung des Eisens nur bei gleichzeitiger 


1) Dieses aktive Eisenoxyd wird von der Auergesellschaft in Berlin 
unter dem Namen ‚‚Siderac“ in den Handel gebracht. 
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genügender Ernährung möglich ist, daß also diese Eisenwirkung an die 
Nahrungsaufnahme und Nahrungsverwertung im Körper geknüpft sein muß. 

Innerhalb gewisser und keineswegs enger Grenzen kann beim Kaninchen 
die tägliche Nahrungsaufnahme im Periodendurchschnitt schwanken, 
wofern es sich um qualitativ immer genau das gleiche Futter handelt, ohne 
daß dadurch die Lage des Quotienten im Periodendurchschnitt nennenswert 
geändert wird. Bei einer innerhalb dieser Grenzen verminderten Nahrungs- 
aufnahme sinken wohl der C- und N-Gehalt des Harns und steigen mit 
einer Erhöhung der Nahrungsaufnahme gemeinsam an, aber das Ver- 
hältnis von C: N im Harn bleibt in diesen Fällen dasselbe. Bei der Aus- 
bildung des Hungerquotienten dagegen nimmt beim Kaninchen bei sinkender 
C- und N-Ausscheidung wegen der stark verringerten Nahrungsaufnahme 
die C-Ausscheidung im Verhältnis zur N-Ausscheidung erheblich ab; darum 
sinkt ja der Quotient in diesem Falle. 

So liegen die Verhältnisse beim Keninchen in der Norm unter ver- 
schiedenen Ernährungsbedingungen und bei der Gabe vom aktiven Eisen- 
oxyd oder der Stahlquelle, wenn hierbei die Nahrungsaufnahme in quanti- 
tativer Hinsicht nicht limitiert ist. Die Steigerung des Quotienten wird 
bei den Eisenversuchen dann immer fast ausschließlich durch eine Senkung 
in der N-Ausscheidung durch den Harn herbeigeführt, während sich die 
täglichen Harn-C-Mengen in ihren absoluten Werten nicht oder nicht 
wesentlich ändern. 

Beim Hunde liegen die Dinge ganz anders. Das Kaninchen als Pflanzen- 
fresser scheidet in der Norm im Harne große C-Mengen und kleine N-Mengen 
aus. So ist der normale Quotient C: N beim Kaninchen hoch. Der Hund 
als Fleischfresser scheidet auch bei gemischter Nahrung im Harn größere 
N-Mengen und relativ geringere C-Mengen aus. Darum liegt der normale 
Quotient C: N beim Hunde äußerst niedrig. Die Konstanz der Quotient- 
lage ist auch beim Hunde größer als beim Kaninchen, bei dem in der Norm 
die Höhenlage des Quotienten innerhalb keineswegs enger Grenzen von Tag 
zu Tag auch bei gleichmäßiger Ernährung schwanken kann. Dieser Unter- 
schied zwischen der Stoffwechsellage des Hundes und des Kaninchens 
zeigt sich auch in dem Verhalten des Quotienten beim Hunger. Beim 
Kaninchen tritt hier, wie wir sahen, die starke Einschränkung von Cund N 
im Harn bei sofortiger Senkung des Quotienten ein, während beim Hunde 
unter dem Einfluß des Hungers der Quotient ebenfalls bei verringerter 
C- und N-Ausscheidung zunächst wegen der initialen, besonders starken 
N-Sparung ansteigt, um erst allmählich wieder einen Abfall zu zeigen und 
schließlich in der Periode des prämortalen, gesteigerten Eiweißzerfalls 
wegen der hier einsetzenden starken Anreicherung des Harns mit Stickstoff 
beträchtlich unter die Norm zu sinken, wobei aber natürlich, wie schon 
gesagt, während der ganzen Hungerzeit die absoluten C-Mengen des Harns 
im Vergleich zur Norm vermindert sind. 

Man hat überhaupt den Eindruck, daß beim Kaninchen Änderungen 
in der Lage des Quotienten unter dem Eindruck besonderer Bedingungen 
immer in erster Linie durch Änderungen in dem N-Gehalt des Harns hervor- 
gerufen werden, während beim Hunde es neben Änderungen im N-Gehalt 
auch gar nicht so selten zu stärkeren Änderungen im C-Gehalt des Harns 
kommt, die dann in erster Linie für die Quotientänderungen verantwortlich 
sind. 


Alle diese Feststellungen und Überlegungen zeigen, daß man 


Beobachtungen in dieser Richtung am Kaninchen nicht vorbehaltlos 
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Tabe 


Harn*C HarnsN 
g g 
pro Tag im Periodens 
durchschnitt 


X. || 10,300 3,1213 | 6,1155 
X. | 10,150 4,0210 | 6,4873 
X. | 10,200 7,3320 | 3,7827 | 1,938 | 
X. [| 10,300 730 2,6280 | 5,1136 | 0,513 || 3,6188 | 5,4827 | 0,660 
X. || 10,250 750 2,6600 | 5,6306 | 0,402 
x. | 10,300 | 750 | 2,0400 | 5,5691 | 0,866 | 
. XL | 10,100 | 795 | 3,5298 | 5,6806 | 0,618 | | 
2. XI | 10,200 650 3,6163 | 4,6989 | 0,769 | y 
3. XI. | 10,300 760 2,3104 | 4,9830 | 0,467 | 
4. XI. | 10,150 695 1,9321 | 5,5891 | 0,345 | e 
5. XI. | 10,250 520 2,9224 | 4,2836 | 0,682 | ten | ONE e 
6. XI. || 10,340 690 3,7260 | 5,0714 | 0,738 | 
7. XI. | 10,350 705 3,6801 | 5,4323 | 0,677 | | 
8. XI. | 10,200 690 5,8962 | 6,1095 | 0,965 | 
9. XI. | 10,200 | 785 | 2,3844 | 5,5551 | 0,428 
10. XI | 10,220 ¡| 77 | 3,1620 | 5,7981 | 0,545 | | 
11. XI. | 10,200 | 850 | 2,1466 | 5,2395 | 0,409 |\ 28688 | 5,4719 0,523 
12. XI. | 10,300 | 550 | 2,1175 | 5,3848 | 0,393 


13. XI. | 10,300 550 2,2480 | 5,1627 0,435 
14. XI | 10,400 645 2,0888 | 5,0607 | 0,414 
15. XI. || 10,200 785 3,1928 | 5,4684 | 0,582 | 


16. XI. | 10,400 560 3,1601 | 3,6875 | 
17. X1. | 10400 | 620 | 3,1818 | 3,2313 | 0,988 | 
18. XI. | 10,300 845 3,4990 | 4,9011 | 0,711 
19. XI. | 10,250 900 2,7000 | 5,3762 
20. XI. | 10,200 765 | 5,0533 | 5,6604 0,898 
21. XI. | 10,200 730 | 5,6720 | 4,9091 
22. XI. 10,200 610 5,0670 | 4,6491 | 1,089 
23. XI. | 10,200 720 6,1461 | 4,9024 | 1,253 
24. XI. | 10,250 620 4,8110 | 4,7346 | 
25. XI | 10,400 150 | 5,1078 | 4,5015 | 1,134 
26. XI. 10,200 850 | 52012 | 5,7924 | 0,891 SR 


Lem © © 
SEE & 
= bo O 
— == a m = 


4,1590 | 4,8961 | 0,849 


Kuch 
O 
pu 
(ep) 


27. XI. || 10,820 | 580 4,8057 | 4,8917 | 0,982 
98. X1. | 10,100 | 650 5,2020 | 5,0150 | 1,037 
29. XI. | 10,200 | 550 4.0717 | 4,6387 | 0,877 
30. XI. | 10,100 | 845 4,4421 | 5,5167 | 0,805 
1. XII. | 10,300 | 585 


3,1014 5,1309 


E 
[er 
= 
Ma 


, XI. || 10,200 155 2,5251 4,8866 | 0,517 | 


2 

3 vu. 10,170 
4. XII. | 10,250 
5. XII. || 10,290 


| 

| 
640 ZS 2,9056 | 5,4529 | 0,532 
745 | 3,3944 | 5,4033 | 0,628 
660 


4,0993 | 4,0685 | 1,007 
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f pro Perioden: | 
Täglich ‘durchschnitt 


| ' + 1,0939 | 
+ 0,7221 | 

+ 3,4267 
| + 2,0958 ¿+ 0,7615 
ı + 1,5788 
+ 1,6408 
: + 1,5288 
+ 2,5105 
| | + 2,2264 
S | SÉ + 1,6203 
64,17 zn. 8,1414 7,2094 | Ren 
| + 2,1380 
| | | + 1,7771 
| | + 1,0999 
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schwach alkalisch 
| |1 + 1,4113 

1214 10,0780 5,7701 7,2094 + 1,9699 |) + 0,9122 
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| + 1,8332 
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| + 2,5603 
| | | + 2,3070 | 
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alkalisch 
| + 2,4748 
98.67 : 19,9181 | 17,6618 | 7.2094 I! + 2,7079 || + 1,4722 
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sauer 


| + 1,4170 
| + 2,3177 


| + 2,1944 
| | + 2,5707 
| | + 1,6927 
+ 2,0785 
| + 2,3228 
l + 1,7565 | 
| | + 1,8061 | 
| + 2,1409 
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Tabelle 


| E: | Harn.C | Hum.N | s 
Körper; | | | C:N 


| 
| gewicht | Harnmenge Harn,C Harn+N | C:N | g > | | 
| | pro Tag im Perioden» ` 
|| kg ccm g g | durchschnitt 
| 


| 


| 10,200 670 3,1440 | 4,9749 | 0,632 
10,200 625 2,4134 | 4,2139 ' 0,572 | 
10,300 650 3,3800 | 5,7411 | 0,588 
| 10,350 | 550 | 04870 | 2,8931 | 0,168 | 1,5941 | 4,5298 0,352 
10,360 760 0,1368 | 4,1660 0,032 | | 
10,300 750 0,9150 | 5,2538 | 0,174 
10,350 525 0,6825 | 4,4625 | 0,152 
. | 10,250 820 0,9778 4,9629 | 0,197 | 
10,200 820 0,5989 | 6,6636 0,089 | 
10,350 630 0,4129 | 4,1536 0,099. | | 
| 10,150 | 7% 0,1039 5,4072 0,019 b 0,8577 | 5,4661 | 0,065 
10,400 565 0,0689 | 4,4169 0,015 | | 
10,300 790 0,1335 | 6,7695 0,019 | | 
| 10,120 | 810 0,2080 | 5,8890 | 0,035 | 
| 10,300 | 630 | 1,0802 | 4,3249 0,249 | 
| 10,300 | 625 0,7563 | 4,1906 0,181 | | 
| 10,050 | 805 3,1878 | 5,2556 0,600 | 
10,200 500 2,7900 | 5,0716 | 0,550 |. | R i 
. | 10,050 615 | 3,4828 | 4,0219 | 0,861 (ZP? 48947 ` ve 
- 1 10,050 | 780 | 4,4148 | 5,0486 0,874 | | | 
10,000 685 32281 | 5,6621 0,570 | 
10,200 680 3,3176 | 5,5827 - 0,594 
10,200 | 430 2,9982 | 6,5833 0,456 | 
10,000 735 2,7489 | 4,8794 | 0,562 | | 
9,900 655 3,1622 | 6,2951 0,502 | 
. || 9,900 620 2,5953 5,4996 0,474 | 3,8205 | 5,8037 | 0,658 
1.1.1927 9,880 | 855 | 3,0622 5,9989 0511 | | | 
9,800 740 6,4060 | 6,6766 0,962 
| 9,960 620 5,7722 | 4,6932 1,229 
9,850 640 3,9240 ` 5,2005 0,741 
9,850 880 3,6452 | 5,1781 0,708 
9,700 750 4,5060 6,0639 | 0,741 
9,960 655 3,2579 | 5,5243 | 0,589 
9,900 610 3,4167 | 4,8542 | 0,703 | 
9,930 605 1,3521 | 4,8992 | 0,276 e | sl 
9900 | 735 | 33901 | 56890 | 0,598 "JP | 5,2927 | 0,573 


aam | 965 | 1,3413 | 4,6237 ' 0,290 
| 9,890 | 735 | 2,1460 | 5,2534 ¡ 0,408 | | 
I 9980 | 850 | 3,1245 | 5,1262 | 
| 9750 | 995 | 32104 | 6,0786 0,530. 
| 9800 | 870 | 30894 | 5,0217 | 0,615 | 
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durchschnitt 
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Tabelle 
Ham»C Harn:N C: 
Harn:N C:N | g D J 
| pro Tag im Perioden» 
g durchschnitt 
| | 
4,2128 | 1.019 | | 
5,3133 | 0,596 | 
4,2758 | 0,767 | 
5,7856 | 0,258 | 2,0414 | 4,3824 | 0,465 
4,5125 | 0,335 | 
5,9324 | 0,173 | 
5,0272 | 0,308 
3,9957 | 0,819 
4,3378 | 1,313 | 
5,4959 | 1,999 
51627 | 0964. 5,0129 | 49269 | 1,017 
6,4166 | 0,917 | 
4,1527 | 1,014 | 
6,9343 | 0,869 
3,5834 | 0,576 | 
4,5338 | 0,902 
5,2174 | 0,952 ‚© 4,8187 | 46149 | 1,04 
5,8254 | 1,200 
4,1527 | 1,310 | 
2,0578 | 1,952 
5,2845 | 0,948 
4,0020 | 1,295 
3,2698 | 1,777 
4,5805 | 0,748 
3,2656 | 0,640 | 
3,5168 | 0,319 
3,2153 | 1,039 | 
3,7307 | 0,942 | 
3.9662 | 0.809 
4,0174 | 1,033 | | | 
3.9891 | 1,005 | | 
4,8261 | 0,849 ¡| 3,5991 | 42481 | 0.847 
4.0686 | 0,989 
4,4258 | 0,936 
5.0874 | 0,980 | 
4.8923 | 0,822 | 
4.0679 | 0,983 | 
3,8824 | 0,340 | 
5,3135 | 0,627 | 
3,7030 | 0,926 
6,2943 | 0,521 
4,0912 | 0,531 
42157 | 0,712 | | 
5,4776 | 0,632 | | 
4,2532 0,946 | | 
4,3390 0,898 | | 
8,4991 | 0,625 f 949% | 46425 | 0,789 
5,8192 | 0,519 | | 
4,4672 | 0,899 
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Körper» 


gewicht Harnmenge 


pro Tag im Periodens 
durchschnitt 


e H . H e . e 


e li 


2,8999 


1,6642 
0,5232 
1,9231 


2,9388 
3,2860 ` 


4,1940 
4,3330 


3,7220 
3,3281 
5,2129 
4.5120 
2,1285 
3,4412 
3,9241 


4,8813 
5,7832 
5,0801 
4,9074 


7,9248 


6,0321 
3,6969 
7,7167 
6,2880 
3,6637 
7,8209 
6,2395 


5,1879 
5,5900 
8,1650 
4,4923 
3,7356 
3,5646 
6,0887 


5,6109 


0,364 


0,274 


0,141 | 


0,249 
0,467 
0,898 
0,536 


0,693 


0,720 
0,579 
0,640 
1,004 
0,570 


0,965 | 


0,648 


0,595 | 


0,420 


2,1627 


4 4795 


8,4104 


2,6989 


3,7527 


2,7568 


5,6566 


5,7158 


5,9225 


5,2606 


4,8639 


0,502 


0,792 


0,5% 


0,455 


0,713 


0,566 
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«Fund 2 (Fortsetzung). 


Kot | KR N»Bilanz 


l 
- Nahrungs» ' | 
A tmenge C | N | N Er Perioden | ee 
E g ' g g | Taglich durchschnitt | 
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| | | 
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auf den Hund anwenden darf, daß man also auch nicht ohne weiteres 
annehmen darf, es müsse sich z. B. die Wirkung der peroralen Zufuhr 
vom aktiven Eisenoxyd in genau denselben Symptomen beim Hund 
äußern, wie es beim Kaninchen der Fall war. Besonders darf man eine 
solche Annahme dann nicht machen, wenn die allgemeinen Versuchs- 
bedingungen bei den Versuchen an beiden Tierarten obendrein nicht 
identisch waren, wenn z. B. das Kaninchen bei in quantitativer Hinsicht 
frei gewählter Nahrungsaufnahme gehalten wurde, während der Hund 
eine qualitativ und quantitativ genau bestimmte und immer gleiche 
Nahrungsration täglich erhielt. Im ersten Falle hat es der Körper ganz 
in der Hand, die Heranschaffung beliebiger Nahrungsquanten nach 
dem jeweiligen Bedarf zu regulieren, der Stoff- und Kraftwechsel kann 
sich gewissermaßen ungehemmt ausleben, während im letzteren Falle 
der Stoff- und Kraftumsatz in bestimmte Grenzen eingespannt er- 
scheint, bei deren Überschreitung nach der einen Richtung der Körper 
sofort auf Kosten seiner eigenen Substanz leben muß. 


Wenn man nach alledem nicht erwarten kann, daß die einzelnen 
Symptome nach der Verfütterung aktiven Eisens beim Kaninchen und 
Hunde identisch sein müßten, besonders wenn man bei solchen Ver- 
suchen das Kaninchen bei einer frei gewählten Nahrungsaufnahme in 
quantitativer Hinsicht läßt, dem Hunde aber ein qualitativ und quanti- 
tativ bestimmtes Nahrungsquantum vorschreibt, so darf man doch 
erwarten, daß in den grundsätzlichen Änderungen im Kraft- und Stoff- 
wechsel, die bei solchen verschieden angeordneten Versuchen bei ver- 
schiedenen Tierarten zur Beobachtung gelangen, eine Übereinstimmung 
besteht. 


Bevor wir nun auf unsere eigenen Versuche eingehen, die das Ziel 
hatten, beim Hunde, der eine qualitativ und quantitativ genau limitierte 
Kost täglich erhielt, den Einfluß der peroralen Zufuhr von aktivem Eisen- 
oxyd, das nach der Baudisehschen (4) Methode hergestellt war, und das 
auch Wada (1) bei seinen früher schon erwähnten Kaninchenversuchen 
benutzt hatte, auf den Stoffwechsel zu untersuchen, scheint es mir wünschens- 
wert, vorher noch kurz der Versuche zu gedenken, die Arnold: (5) mit eben 
diesem Eisenoxyd an Ratten angestellt hat, um festzustellen, ob unter dem 
Eindruck dieser Eisengabe eine Gaswechseländerung aufträte. In einem 
sehr wohl gelungenen und lang dauernden Versuche sah Arnoldi (5) bei 
einer Ratte, daß während der Eisenperiode selbst der Sauerstoffverbrauch, 
wie auch der respiratorische Quotient normal blieben, während im Anschluß 
daran in der Nachperiode, in der das Tier keine Zulage von aktivem Eisen- 
oxyd zur Nahrung mehr erhielt und die 14 Tage dauerte, der Sauerstoff- 
verbrauch pro Kilogramm und Minute deutlich vermehrt war bei steigendem 
Körpergewicht, aber gleichbleibendem respiratorischen Quotienten. Daraus 
geht hervor, daß die Gabe von aktivem Eisenoxyd eine starke Nachwirkung 
ausübt, die in einer Erhöhung der Oxydationen, gemessen am Luftsauerstoff- 
verbrauch, gipfelt, wobei aber nicht eine einzelne Nahrungskomponente 
zu der vermehrten Oxydation herangezogen wird, sondern Fett und Kohle- 
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hydrat, vielleicht auch Eiweiß in gleichem Maße vermehrt verbrannt 
werden. Über das Schicksal des Eiweißes nach der Eisengabe gaben erst 
meine Versuche richtigen Aufschluß; die beobachtete Gaswechseländerung 
bei der Ratte konnte natürlich auch ohne Mitwirkung von Eiweiß zustande- 
gekommen sein, allein durch erhöhte Fett- und Kohlehydratverbrennung. 


Ich wende mich nun zunächst der Schilderung meiner Versuche an 
Hunden und der Zusammenfassung ihrer allgemeinen Ergebnisse zu. 


Die Versuche wurden an zwei Hunden 1 und 2 folgendermaßen 
susgeführt. Die Tiere bekamen täglich genau die gleiche, aus Weizen- 
eiweiß, Reis, frischer Butter, frischer Hefe und Salzgemisch bestehende 
Nahrung, wie sie in der Tabelle III verzeichnet ist, und die kalorisch 
(etwa 80 Cal pro Kilogramm) so bemessen war, daß das Körpergewicht 
in der Vorperiode konstant blieb, und die so viel Stickstoff enthielt, 
daß eine schwach positive N-Bilanz in der Vorperiode vorhanden war, 
die bei dem Hund 1: + 0,76, bei dem Hund 2: + 1,09 betrug. 


Tabelle III. Nahrungsmitteltabelle: 


|| nn m —— e 


| Hund 1 Hund 2 
| etwa 10,300 bis 9,600 kg | etwa 6,300 bis 6,150 kg 
| Körpergewicht Körpergewicht 


Weizeneiweiß. . . . 2.2220... 45,0 g 45,0 g 
PE 80,08 40.0 g 
Frische Butter . . . 2.2 222.0. | 20,0 g 15.0 g 
go, EISE e E 0 er ee 9,0 g 6,0 g 
Zellalzgemisch . . ........ 1,5g 1,0 g 
Kochsalz . . . 2 2 2 2 20. 1,5 y | 1,0 g 
N-Gehalt der Nahrung... . . . . 7,2094 g N 6,6510 g N 
Nährwert etwa . . . 22 2.220. 791,51 cal 548,24 cal 
Zusammensetzung: 
l g Weizeneiweiß = 0,13394g N 
lg Reis = 0,01232g N 
l g Hefe (frisch) = 0,02176g N 
Zellsalzgemisch : 
Calcium phosphoricum = 100,0 g 
Magnesium citricum = 100,0 g 
Kalium chloratum = 15,0 g 
Ferrum citricum = 30,0 g 
Jodum purum = 0,05 g 
Kalium jodatum = 0,10g 


In den 24stündigen, spontan entleerten Harnmengen wurden der 
Stickstoff nach Kjeldahl, der Kohlenstoff nach der, in der Arbeit von 
Gomez (6) beschriebenen modifizierten Methode von Tangl-Kereszty (7) 
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e pro Ta pro T 5 
Periode | pro Periode | im Perioden» | pro Periode | im Perioden. || Peri 
| durchschnitt durchschnitt | d 


1. Periode 


26.X. bis1. XI. 1926 25,3321 | 3,6188 | 38,3794 Ä 
2. Periode 

2. XI. bis 7. XI. 6 || 18,1873 | 3,0312 || 30,0583 | 5,0097 | 0,605 
3. Periode 

8. XI. bis 14. XI. . . 7 20,0435 | 2,8633 | 38,8104 | 5,4719 | 0,52 
4. Periode *) 

15. XI. bis 5. XII. 21 | 87,3394 | 4,1590 [102,8188 | 4,8961 0,849 
5. Periode 

6. XII. bis 12. XII. . 7 | 11,1587 | 15941 | 31,7053 | 4,5293 0,852 
6. Periode | 

13. XII. bis 19. XII. . 6 2,5039 | 0,3577 | 38,2627 | 54661 | 0,06 
7. Periode er 

20. XIL bis 27. XII... 8 | 222576 | 2,7822 | 39,1580 | 4,8947 | 0,568 
8. Periode | g 

28. XII. bis 3. I. 1927 7 | 26,7440 | 38205 | 40,6261 | 5,8037 | 0,658 
9. Periode | 

4. L bis 15.L...| 12 | 36,4126 | 3,0344 || 63,5128 | 5,2927 0,573 

| Hunt 

1. Periode K | 

25. X. bis 1. XI. 1926 | 8 | 16,812 | 20414 | 35.0596 | 4,8804 | 0,465 
2. Periode | | 

2. XI. bis 7. XI. 16 30,0779 | 5,0129 || 29,5614 | 4,9269 ` 1,017 
3. Periode | | | 

8. XI. bis 14. XI.. . | 7 | 386961 | 4,8137 || 32,3048 | 46149 1,08 
4. Periode | 

15. XL bis 7. XI. . | 23 | 82,7798 | 3,5991 | 97,7061 | 4,2481 0,847 
5. Periode 

8. XII. bis 13. XI.. | 6 20,6060 3,4343 27,8553 4,6425 0,739 
6. Periode | 

14. XII. bis19.XIL.. | 6 | 16,5763 | 2,7627 || 329854 | 5,4975 0,502 
7. Periode 

20. XII. bis27. XIL.. | 8 | 358863 | 44795 | 45,2532 | 5,6566 | 0,792 
8. Periode | | 

28. XIL bis1.1.1927 © 5 | 17,0522 | 3,4104 || 28,5768 | 5,7153 0,596 
9. Periode j í 

2.1. bis 8.1.. .. . | 7 | 18,8823 | 26989 || 41,4578 | 5,9225 0,455 
10. Periode 

9.1 bis 1B.L ... 7 26,2688 | 3,7527 || 36,8241 | 5,2606 ` 0,713 
11. Periode ] 

15. I. bis AL... 9 | 24,8118 | 2,7568 | 43,7753 | 4,8639 | 0,566 

Ea Y ER gue: ama Nucia: suo 
. C:N=061: C . 31628; N 50139. 


29, XI. 5. XI. 
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Fund 1. 
KotsC | KotsN | 
K, ? h pro Tag l f l Nahrungs-N | N»Bilanz 
"pro Periode im Perioden» | pro Periode | im Perioden» | pro Tag | im Periodendurchschnitt 
a durchschnitt durchschnitt | 
` t g | g BEE EE E ZE 
EE 8 | a a 
217950 3,1140 6,7557 | 0,9651 | 7,2094 + 0,7615 Vorperiode 
AST 3,6480 ' 8,1414 1,3569 | 7,2094 +0828) - | 
| | Erste Fisen- 
oso 1,4397 | 57701 0.8243 72094 + 0,9122 Bees 
„199181 0,9484 | 17,6618 0,8410 7,2094 + 1,4722  Zwiscbenperiode 
. 100710 1,4387 2,3028 0,3289 7,2094 + 2,8711 BE 
| i | Zweite Eisen- 
7 14168 3,2257 | 0,4680 | 7,2094 +) Periode 
| | | 
83500 ` 1,1100 | 8,1041 0,3880 7,2094 + 1.9266 
| | | 
‚1951 1,7107 | 3,3442 0,4784 | 7,2094 | + 0,9272 % Nachperiude 
| 
< B40 | 1.1200 , 4,1020 0,3418 | 7,2094 ` + 1,5748 
L 
er | | | 
a Wm 2,5150 9.4177 1,1772 | 6,6510 + 1,0914 Vorperiode 
| | | 
1001 09412 2,4758 | 0,4126 6.6510 | + 18115) Erste Eisen- 
Po | | periode 
| 729 1.0428 3,3430 0,4996 6,6510. | + 1.5584 ) 
q BI 1,0428; 14,7170 | 0.6398 | 6,6510 | + 1.7630 
Ba | 2 S | OS Zwischen- 
| 5,1008 + 0,8501 3,0171 0,5028 6,6510 + 1,5056 Be 
4.1788 0,7964 2,9879 ı 0.4979 6,6510, + 0.6554 
: | j 
1 Um | 0,5095 1,4101 | 0,1762 6,6510 + 0,8181] sr 
Bee | = , = | | periode 
55005 1,3001 2,3925 | 047855 6,6510 + 0,4571 
Ilan 16167 ` 3,7488 0,5355 | 6,6510 + 0,1929 
SE | | 
| 63877 | 0,9982 | 3,0444 0,4394 | 6,6510 : + 0,9510 } Nachperiode 
Ges | | 
5896 06545 88977 , 0,4331 | 6,6510 + 1,3940 
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bestimmt!). Der Kot wurde nach Abgrenzung mit Carmin für jede 
Periode oder größere Periodenabschnitte gesondert gesammelt. Er wurde 
nach der Methode von Poda (8) getrocknet und dann gemahlen. Es 
wurden periodenweise in Durchschnittsproben der Stickstoff und 
Kohlenstoff bestimmt, natürlich unter Ausschaltung des kleinen, 
carminhaltigen Kotstücks, das zwischen den Perioden lag. Denn die 
Tiere erhielten zu Beginn jeder neuen Periode früh morgens auf 
nüchternen Magen eine ganz kleine Nahrungsmenge mit einem großen 
Carminquantum. Erst 4 bis 5 Stunden später bekamen sie ihr eigent- 
liches Futter für den betreffenden Tag. So gelang eine gute Abtrennung 
des Kotes für die einzelnen Perioden oder Periodenabschnitte und eine 
leichte Entfernung des Carmins aus dem Kote, ohne eine Störung der 
allgemeinen Versuchsergebnisse dadurch herbeizuführen. 

Die Perioden in diesen Versuchen waren folgende: 1. Vorperiode 
(7 bis 8 Tage); 2. erste Eisenperiode (13 Tage); 3. Zwischenperiode 
ohne Eisenzulage (bei Hund 1: 21 Tage, bei Hund 2: 35 Tage); 4. zweite 
Eisenperiode (13 Tage); 5. Nachperiode ohne Eisenzulage (bei Hund 1: 
27 Tage, bei Hund 2: 23 Tage). 

Wie gesagt, in allen Perioden bekam jedes Tier täglich quantitativ 
und qualitativ genau die gleiche Nahrung mit genügendem Vitamin- 
und Mineralstoffgehalt. In den beiden Eisenperioden wurde dann dieser 
Nahrung täglich eine bestimmte Menge aktives Eisenoxyd zugelegt. 

Hund 1 bekam vom 2. XI. bis 8. XI. täglich 0,051 g aktives Eisen- 
oxyd, vom 8. XI. bis 14. XI. täglich 0,1 g, ebenso vom 6. XII. 
bis 20. XII. 0,1 g täglich. Hund 2 bekam vom 2. XI. bis 8. XI. 
0,03 g, vom 8. XI. bis 14. IX. 0,06 g, vom 20. XII. bis 2. I. 0,06 g 
aktives Eisenoxyd. 

Die Berechnung der durchschnittlichen täglichen N-Bilanz in jeder 
Periode geschah unter Zugrundelegung der Summen des Stickstoffs in 
der Nahrung, dem Kot und dem Harn einer Periode. Die Berechnung 
des Harnquotienten C : N im Periodenabschnitt wurde so vorgenommen, 
daß man die Summen für den Harn-C und den Harn-N jeder Periode 
durcheinander dividierte; die Berechnung der Harn-C- und Harn-N- 
Mengen im Periodendurchschnitt wurde durch Division jener Summen 
mit der Zahl der Tage einer jeden Periode gemacht. 

Die Zwischenperiode wurde bei jedem Hunde so lange ausgedehnt, 
bis der durch die erste Eisenperiode veränderte Tagesquotient wieder 
annähernd den Quotienten in der Vorperiode erreicht hatte. Derselbe 
Gesichtspunkt war auch maßgebend für die Ausdehnung der Nach- 


1) Die C-Analysen wurden in der Regel doppelt, in manchen Fällen, 
nämlich dann, wenn der Harn-C-Gehalt auffallend niedrig war, vierfach 
ausgeführt und hier auch noch mitunter obendrein durch die Liebig-Dumas- 
sche Elementaranalyse kontrolliert. 
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periode. So kam es auch, daß die Zwischen- und Nachperioden bei 
beiden Hunden verschieden lange Zeit dauerten. 

Der ganze Versuch währte bei dem Hunde 1: 81 Tage, bei dem 
Hunde 2: 92 Tage. 

Der Hund 1 mit dem durchschnittlichen Anfangskörpergewicht 
von 10230 g nahm vom Beginn der zweiten Eisenperiode bis zum 
Versuchsende etwa 300 g an Körpergewicht ab, also in einem Zeitraum 
von 40 Tagen; der Hund 2 dagegen mit dem Anfangsgewicht von 
6300 g behielt dieses Gewicht während des ganzen Versuchs fast un- 
verändert bei. Diese große Konstanz des Körpergewichts bei einer so 
beträchtlichen Versuchsdauer von rund 3 Monaten beweist, daß die 
Tiere eine in jeder Beziehung vollwertige Nahrung bekommen hatten. 
Täglich hatten die Tiere auch quantitativ ihr Nahrungsquantum verzehrt, 
niemals waren irgendwelche Verdauungsstörungen oder sonstige krank- 
hafte Veränderungen bei den Tieren zu beobachten gewesen. 

Wir betrachten zunächst den Stickstoffstoffwechsel. Bei beiden 
Hunden wird die N-Bilanz in der ersten Eisenperiode stärker positiv, 
als sie es in der Vorperiode gewesen war; bei beiden Hunden wächst 
in der Zwischenperiode zunächst noch weiter die Positivität der N-Bilanz. 
Gegen Ende dieser Zwischenperiode aber trennen sich nun die Er- 
scheinungen, die beide Hunde weiterhin bieten. 

Bei dem Hunde hatte in dieser Zwischenperiode die N-Bilanz 
einen noch stärker positiven Wert gewonnen, als sie ihn in der ersten 
Eisenperiode erreicht hatte. In der nun folgenden zweiten Eisen- 
periode hatte sich die Positivität der N-Bilanz zunächst noch weiter 
verstärkt, war in der zweiten Hälfte dieser Periode wieder auf ungefähr 
den Wert der Zwischenperiode gefallen, hatte in der Nachperiode 
nach einem abermaligen starken initialen Anstieg unter Schwankungen 
schließlich am Ende wieder einen Wert, der wenig über demjenigen der 
Zwischenperiode lag, erreicht. , 

Bei diesem Hunde 1 kam es also unter der Einwirkung der ersten 
Eisengabe zu einer N-Retention, die sich als Nachwirkung nach Aus- 
setzen der Eisenmedikation weiter verstärkte, bei der erneuten Eisen- 
gabe noch zunahm und als fortgesetzte Nachwirkung des Eisens auch 
später noch lange Zeit bestehen blieb. 

Die Ursache dieser verstärkten N-Retention liegt zunächst und vor 
allen Dingen in einer Einschränkung der Eiweipoxydation. Denn wenn 
man den Prozentgehalt des resorbierten N (Nahrungs-N minus Kot-N) 
in jeder Periode berechnet, der wieder im Harn erscheint, der also 
umgesetzt worden ist, so findet man, daß mit der Verstärkung der 
Positivität der N-Bilanz eine Einschränkung im Umsatz des resorbierten 
Nahrungs-N ungefähr parallel geht (s. Tabelle V). Diese Einschränkung 
des Eiweißumsatzes ist auch im ersten Teil der ersten Eisenperiode die 
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Tabelle V. 


Wieviel Prozent des resorbierten Nahrungs-N beträgt der Harn-N im 
Durchschnitt einer jeden Periode bei beiden Hunden ? 


Hund 1 Hund 2 


Periode | dÉ) | NsBilanz |! © Periode ` | CoN NeBilanz ` riode NsBilanz 


26. Xobis 1. XLI 878 | +0,76 (25, X.bis 1. XI| 809 a ao as + 1,09 
2. XIL., 7. XI. 8586 | +0,81 s4 | 2. XL. , 7 XL, 789 | +181 
8. XL p 14 XL] 857 +091] 8. XL, 14 XL 752 | +156 
15. XIL , SX" 769 | +147 15. XI., XL: 706 : +1,76 
6. XI. „ 12.XI.| 658 | +287) 8 XIL „ 13.XH.: 755 | +1.51 
13. XIL. „ 3 81,0 ` +1,28, 14. XIL. „ 19.XIL.| 893 | +0.66 
20. XIL. , 27. XIL. 717 | +193 ai XIL „ 223. 873 | +0,82 
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alleinige Ursache fir die stárkere Positivitát der N-Bilanz in dieser Zeit, 
denn die letztere trat hier auf trotz einer Verschlechterung der N-Re- 
sorption. Allmählich, und zwar von der zweiten Hälfte der ersten 
Eisenperiode an verbesserte sich aber die N-Resorption und wurde 
vor allem von Beginn der zweiten Eisenperiode an sehr erheblich voll- 
ständiger. Es tritt also ergänzend zu der Einschränkung des N-Um- 
satzes auch eine Vervollkommnung der N-Resorption aus der Nahrung, 
um die N-Retention in die Höhe zu treiben. Es verbinden sich also 
Wirkungen des aktiven Eisens auf den intermediären Umsatz mit 
Wirkungen auf die Resorption des Nahrungseiweißes. Nur ist es fraglich, 
ob wir es hier mit lokalen Wirkungen des Eisens auf die Darmschleim- 
haut zu tun haben, die diese Verbesserung der Resorption bewirken, 
oder ob die bessere Nahrungsausnutzung im Darm lediglich eine Folge 
des erhöhten Eiweißbedarfs des Organismus ist, wie das von Bickel (9) 
bei der Avitaminose beschrieben wurde. 

Betrachten wir nun den Stickstoffstoffwechsel bei dem Hunde 2. 
Bis gegen das Ende der Zwischenperiode verlief er konform mit dem 
N-Stoffwechsel des Hundes 1. In der letzten Woche vor Beginn der 
zweiten Eisenperiode aber sank plötzlich der Wert der positiven N-Bilanz 
unter den Wert derselben in der Vorperiode. Zu Beginn der zweiten 
Eisenperiode fand zwar eine kleine Erhöhung statt, in der zweiten 
Hälfte der zweiten Eisenperiode aber sank der Wert wieder rapide, 
verminderte sich in der ersten Woche der Nachperiode noch weiter 
und erreichte hier mit + 0,19 einen Tiefstand, wie er ihn nie früher 
gehabt hatte. Dann aber setzte eine Erhöhung ein, die am Ende des 
Versuchs zu einem Wert für die positive N-Bilanz führte, der dicht 
bei den höchsten Werten lag, die sie bei dem Hunde je unter der Eisen- 
wirkung erreicht hatte. 
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Bei diesem Hunde 2, bei dem das Körpergewicht, wie ich oben 
schon erwähnte, dauernd konstant blieb, stellte sich also als späte 
Nachwirkung der ersten Eisengabe eine Abschwächung der Positivität 
der N-Bilanz ein, die dann durch die abermalige Eisenmedikation in der 
zweiten Periode noch verstärkt wurde, aber dann als späte Nachwirkung 
doch schließlich wieder zu einer erheblichen Steigerung der Positivität 
der N-Bilanz hinführte. Welches die Gründe bei diesem Hunde für 
den Sturz der Positivität der N-Bilanz vom Ende der Zwischenperiode 
an über die zweite Eisenperiode hin bis tief in die Nachperiode hinein 
gewesen sind, mag vorläufig dahingestellt bleiben. Man könnte an eine 
Eisenüberdosierung denken, wenn nicht der Sturz schon am Ende der 
Zwischenperiode, also vor der zweiten Eisenmedikation begonnen hätte. 
Bei diesem Hunde war in den Eisenperioden die N-Resorption im Darm 
wesentlich besser als in der Vorperiode, in der Zwischen- und Nach- 
periode zwar nicht ganz so vollkommen, wie in den Eisenperioden, aber 
doch immer noch wesentlich besser als in der Vorperiode. Besonders 
auffallend ist der spärliche N-Gehalt des Kotes zu Beginn der zweiten 
Eisenperiode. 

Bei der Berechnung des prozentigen Umsatzes des resorbierten N 
in den einzelnen Abschnitten des Versuchs zeigte sich, daß der N-Umsatz 
um so größer war, je niedriger die Positivität der N-Bilanz lag. 


Bei diesem zweiten Hunde ist die Größe der N- Retention also genau 
so, wie bei dem ersten Hunde, sn erster Linie abhängig von der Größe 
des intermediä,en N-Umsatzes; die Größe der N-Resorption steht mit- 
unter nur in lockerer, in einzelnen Versuchsabschnitten aber in gar 
keiner Beziehung zur Lage der Positivität der N-Bilanz. Denn bei 
annähernd gleichen Kot-N-Werten kann die N-Bilanz eine ganz ver- 
schiedene Lage haben, und bei erniedrigter N-Bilanz kann der Kot-N 
ganz besonders niedrige N-Werte aufweisen. 


Als Ergebnis der Untersuchungen über den N-Stoffwechsel bei 
beiden Hunden buchen wir folgendes: bei beiden Hunden stellte sich 
unter dem Eindruck der ersten Medikation vom aktiven Eisen eine ver- 
stärkte Stickstoffreienlion ein, die be dem Hunde 1 in der folgenden 
Zuischenperiode um! der darauf folgenden zweiten Eisenperiode noch 
weiter zunahm, um äich in der Nachpersode unler gewissen Schwankungen, 
bei denen aber nie der niedrige Wert der Vorperiode erreicht wurde, bestehen 
zu bleiben, während bes dem zweiten Hunde vom Ende der Zwischen periode 
über die zweite Eisenperiode hin bis in die Nachperiode hinein die Stickstoff- 
relention sich unter den Wert der Vorperiode erniedrigte, um erst als späte 
Nachwirkung am Ende der Nachperiode wieder einen im Vergleich zur 
Vorperiode gesteigerten Wert zu erreichen. In allen Fällen liegt der 
Steigerung oder der Senkung der Stickstoffretention eine Einschänkung 
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oder Steigerung im intermediären Erweißumsatz zugrunde. Es wirkt 
mithin das aktive, Baudischsche (4) Eisenoxyd in erster Linie und in 
der Regel umsatzhemmend auf das Eiweiß, ausnahmsweise aber auch 
einmal, und zwar als Spätwirkung und bei erneuter Eisengabe umsalz- 
steigernd auf das Erweiß. 
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Wir wenden uns nunmehr der Betrachtung des Kohlenstoffumsatzes 
zu, soweit er aus dem Verhalten des Kot-C und des Harn-C erkannt 
werden kann. 


Bei dem Hunde 1 war die C-Ausnutzung der Nahrung nur in dem 
ersten Teil der ersten Eisenperiode etwas verschlechtert im Vergleich 
zur Vorperiode, sonst war sie immer bedeutend besser und hielt sich 
während des ganzen übrigen Versuchs auf ungefähr gleicher Höhe. 
Beim Hunde 2 war die C-Ausnutzung der Nahrung verbessert vom 
Beginn der ersten Eisenperiode und zeigte während der übrigen Ver- 
suchszeit nur unbedeutende Schwankungen. 
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Aus alledem ergibt sich, daß unter dem Eindruck der Gabe von aktivem 
Eisenoxyd die Kohlenstoffresorption im Darm ebenso begünstigt wird, 
wie die Stickstoffresorption. 

Der Harnkohlenstoff zeigte folgendes Verhalten. Beim Hunde 1 
tritt jedesmal während der Eisenmedikation eine Verminderung des 
dysoxydablen Harn-C auf, die besonders hochgradig in der zweiten 
Eisenperiode ist. Die C-Werte in der Zwischen- und Nachperiode 
liegen in der Nähe des C-Wertes der Vorperiode. 


Der Hund 2 läßt im diametralen Gegensatz zum Hunde l in den 
ersten Eisenperioden und zum Teil auch noch in der Zwischen- und 
Nachperiode eine deutliche Steigerung in den Werten für den dys- 
oxydablen Harn-C erkennen. 


Wenn die Menge des dysoxydablen Harnkohlenstoffs in Beziehung 
zur Qualität und Quantität der intermediären Oxydation der C-haltigen 
Substanz steht, dann müßte man annehmen, daß der Hund 1 diese 
Substanz unter dem Einfluß des Eisens besser, der Hund 2 aber 
schlechter oxydiert hat. Bei dem Hunde 1 kann aber von der C-haltigen 
Substanz nur die N-freie Substanz dann besser oxydiert worden sein, 
weil der Hund 1, wie oben gezeigt wurde, während des ganzen Versuchs 
eine im Vergleich zu der Menge des jeweils resorbierten Eiweißes ver- 
minderte Menge Eiweiß umgesetzt hat. Mit anderen Worten: der 
Hund 1 kann unter der Wirkung der Gabe des aktiven Eisenoryds und 
als Nachwirkung derselben nur Fett und Kohlehydrat in verstärktem 
Maße, Eiweiß aber in vermindertem Umfange oxydiert haben. 

Unter der obigen Voraussetzung aber müßte der Hund 2, der als 
Folge der Eisenmedikation die gesteigerte Ausscheidung von dys- 
oxydablem Kohlenstoff erkennen ließ, die C-haltige Substanz im inter- 
mediären Stoffwechsel schlechter oxydiert haben, als in der Vorperiode. 
Der Verlauf des N-Stoffwechsels bei diesem Hunde zeigt aber, daß 
sich nach einer anfänglichen Bremsung des Eiweißumsatzes in der 
ersten Eisenperiode und bis tief in die Zwischenperiode hinein vom 
letzten Teil der Zwischenperiode über die zweite Eisenperiode und bis 
tief in die Nachperiode hinein verstärkter Eiweißumsatz geltend macht. 
Bei diesem Hunde 2 kann also die Hemmung in der Oxydation nur im 
ersten Teil des Versuchs die gesamte C-haltige Substanz betroffen 
haben, darum sind vielleicht auch die Harn-C-Werte in der ersten 
Eisenperiode so exorbitant hoch, dann aber kann im späteren Verlauf 
der Eisenwirkung, natürlich vom Ende der Zwischenperiode an nur 
noch die Oxydation von Fett und Kohlehydrat eine Hemmung erfahren 
haben, weil hier der dysoxydable Kohlenstoff zwar auch noch im Ver- 
gleich zur Vorperiode vermehrt war, aber der N-Umsatz nachweislich 
eine gewaltige Erhöhung erfahren hatte. 
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Alle diese Betrachtungen führen zu folgendem Schlusse. Das 
aktive Eisenoxyd greift in die Oxydation und in den intermediären 
Stoffwechsel ein. Es wirkt vor allen Dingen hier zunächst hemmend 
auf die EiweiBoxydation. Folgt dieser oxydativen Hemmung am Eiweil: 
eine kompensatorische Steigerung der Oxydation am Fett und Kohle. 
hydrat, so besteht die Eiweißumsatzeinschränkung beliebig lange Zeit. 
fort (Verhalten des Hundes 1). Greift aber die Oxydationshemmun;: 
am Eiweiß auch auf das Fett und Kohlehydrat über und blockiert. 
hier bis zu einem gewissen Grade den Umsatz, dann steigt der Eiweiß- 
umsatz allmählich kompensatorisch an (Verhalten des Hundes 2). 
Da gerade bei dem Hunde 2, bei dem die letztgenannten Verhältnisse 
vorlagen, das Körpergewicht während des ganzen Versuchs eine wunder- 
bare Konstanz zeigte, muß sich bei der vorhanden gewesenen Ein- 
spannung des Stoffwechsels bei diesem Tier in ein bestimmtes Nahrungs- 
quantum das gegenseitige Verhältnis im Umsatz der drei organischen 
Hauptnahrungsmittel in sehr präziser Weise eingestellt haben, damit 
keine Verluste an Körpersubstanz auftraten. 


Die Steigerung des Eiwesßumsatzes, die nach der Eisenmedikation 
bei diesem Hunde 2 auftrat, et aber nur ein ausnahmsweise auftretendes 
Ereignis. 

In vier Eisenversuchen haben wir dreimal die Hemmung der Eiweiß- 
oxydation während und im Anschluß an die Eisenmedikation gesehen, 
nur einmal entwickelte sich als Spätwirkung die Steigerung der Eiweiß- 
oxydation, die dann bei erneuter Eisengabe zunächst eine leichte 
Bremsung, dann aber eine forcierte Steigerung bis in die Nachperiode 


hinein erfuhr. 


Schließlich kam es aber auch in dieser Nachperiode, man möchte 
sagen als letzte Auswirkung, doch wieder zu einer erheblichen Bremsung 
der Eiweißoxydalion. 

Die Hemmung der Eiweißoxydation bei Steigerung der Kohlehydrat- 
Fett-oxydation oder auch bei gleichzeitiger Hemmung dieser letzteren, 
das ist wohl die gewöhnliche Folge der Wirkung des aktiven Eisenoxyds 
auf den intermediären Stoffwechsel. 


Auch bei auf das Körpergewicht berechneter gleicher Dosierung 
haben wir es nicht in der Hand, wie der Ausfall dieser vier Versuche an 
zwei Hunden zeigt, eine identische Wirkung in allen Fällen zu erzielen. 
Der Grund hierfür ist vielleicht in individuellen Verschiedenheiten im 
Oxydationsvermögen zu suchen, die sich besonders stark auswirken, 
wenn der Stoffwechsel durch die Nahrungslimitierung eine gewisse 
Einengung erfährt. 

Wenn aber, wie es aus unseren Versuchen an den beiden Hunden 
hervorgeht, in einer derartig variablen Weise einzelne Quoten der 
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organischen Substanz in ihrer Oxydation durch das aktive Eisen be- 
einflußt werden können, dann wird auch die Untersuchung des Lungen- 
gaswechsels kaum eindeutige und immer übereinstimmende Ergebnisse 
liefern. 

Bei dem Arnoldischen Rattenversuch, den wir oben besprachen, 
kompensierte offenbar während der Medikation des aktiven Eisens die 
Hemmung in der Eiweißoxydation die Steigerung in der Fett-Kohlehydrat- 
oxydation. Darum blieb in dieser Zeit der O,-Verbrauch und der respiratori- 
sche Quotient normal. Die Steigerung des O,-Verbrauchs bei normalen 
respiratorischen Quotienten in der Nachperiode aber ist wohl auf ein Über- 
wiegen der Steigerung der Kohlehydrat-Fettoxydation über die Hemmung 
der Eiweißoxydation zu beziehen. 

Die Steigerung der Eiweißoxydation im zweiten Abschnitt der Vor- 
periode bei Hund 2 erklärt sich vielleicht aus der Beobachtung Arnoldis, 
daB Gaswechselstörungen, die bei der Untersuchung der Respirationsluft 
nachweisbar sind, erst spät nach Aussetzen der Eisenmedikation auf- 
treten können. 

Endlich sei noch ein Wort zu der Lage der Harnquotienten C: N 
in unseren Versuchen gesagt! Ihre Lage wird primo loco durch die Größe 
der C- Ausscheidung, secundo loco durch die Größe der N -Ausscheidung 
bei beiden Hunden bestimmt. 

Darum sinken die Quotienten bei dem Hunde 1 in den Eisen- 
perioden und erheben sich erst in den Nachperioden oder auch dann 
nicht einmal über den Wert der Vorperiode. Darum steigen die Quotienten 
beidem Hunde 2 während der beiden Eisenperioden, besonders natürlich 
während der ersten Eisenperiode, an und behalten allerdings mit 
Schwankungen den erhöhten Wert auch noch lange Zeit in der Zwischen- 
und Nachperiode. 

Beim Hunde 2, bei dem wir eine Bremsung der Fett- und Kohle- 
hydratoxydation zunächst neben der Eiweißoxydation, später aber bei 
Steigerung der letzteren glaubten annehmen zu müssen, findet sich die 
Erhöhung des Quotienten, während beim Hunde 1, bei dem wir die 
starke Steigerung in der Fett-Kohlehydratoxydation vermuteten, bei 
Bremsung der Eiweißoxydation sich die Senkung des Quotienten 
findet. So weisen diese Versuche darauf hin, daß durch Oxydations- 
hemmung und Oxydationsfórderung an der N-freien Substanz der 
Quotient gleichsinnig beeinflußt wird, wie bei Oxydationshemmung 
und Oxydationsförderung am Eiweiß: nämlich daß die Oxydations- 
hemmung im allgemeinen zur Quotienterhöhung, die Oxydations- 
steigerung aber zur Quotientsenkung führt. 


Schlußsätze. 


1. Das nach der Baudischschen Methode hergestellte aktive Fisen- 
oxyd ruft in der Regel beim Hunde eine Stickstoffretention hervor, 
die in erster Linie durch eine Finschränkung der Eiweißoxydation im 
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intermediären Stoffwechsel, in zweiter Linie auf einer besseren Aus- 
nutzung der Nahrung im Darm beruht. 

2. Dieses Eisenoxyd läßt ferner Wirkungen auf den Fett- und 
Kohlehydratstoffwechsel erkennen, wobei aber die Oxydationen in 
verschiedenen Richtungen verlaufen können. 

3. Diese Wirkungen des aktiven Eisenoxyds sind in erster Linie 
an die Nahrungsverwertung geknüpft. 
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Die Umstimmung pharmakologischer Wirkungen, insbesondere 
autonomer Nervenendgifte durch oberflächenaktive Stoffe. 
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(Eingegangen am 28. März 1927.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten, die unter der Leitung des einen von 
uns ausgeführt worden sind, wurde gezeigt, daB die vaguslähmende 
Wirkung von Atropin auf das Herz unter dem Einfluß von Cholaten 
genau in das Gegenteil umgekehrt wurde, indem jetzt nach Zusatz von 
Atropin die Erscheinungen intensiver Vagusreizung beobachtet wurden. 
Es handelt sich in diesem Falle um eine echte Umkehrwirkung, noch 
dazu bei einer pharmakologischen Substanz, deren einseitige Wirkung 
zu den wohl definiertesten zu gehören schien. Diese echte Umkehr 
steht im Gegensatz zu der Erscheinung, daß ein und dieselbe Substanz 
zwei verschiedene, entgegengesetzte Wirkungen haben kann, jedoch 
die eine unter den gewöhnlichen Bedingungen dominiert. Es kann dann 
durch selektive Lähmung dieser einen die andere sonst unterdrúckte 
zum Vorschein kommen. 

Die Umkehr der Atropinwirkung zu einer positiv vagotropen im 
Sinne der Erregung ist so merkwürdig und vielleicht auch für das 
Verständnis pharmakologischer Wirkungen im allgemeinen so beachtens- 
wert, daß der Versuch gemacht werden mußte, dieselbe aufzuklären. 
Es handelte sich darum, ausgehend von den Cholaten, die etwaigen 
Eigenschaften derselben ausfindig zu machen, welche für die Umkehr- 
wirkung verantwortlich gemacht werden könnten. Der eine von uns!) 
hat die Vermutung ausgesprochen, daß möglicherweise die starke 
Kapillaraktivität, durch welche gerade die Cholate ausgezeichnet sind, 
hierfür verantwortlich sei. Diese Vermutung hat sich, wie in der nach- 
folgenden Arbeit gezeigt werden soll, bestätigt. 


1) L. Asher, Schweiz. Med. Wochenschr. 88, 1926. 


88 L. Asher u. N. Scheinfinkel : 


Der Plan unserer Arbeit war, andere passende Stoffe von hoher 
Kapillaraktivität heranzuziehen, um deren Einfluß auf die Atropin- 
wirkung auf das Herz zu prüfen. Da unsere ersten früheren Unter- 
suchungen mit Leberperfusaten und Leberextrakten gemacht worden 
waren, benutzten wir auch die Gelegenheit, andere Organextrakte auf 
ihre Wirkung auf den Atropinerfolg zu untersuchen. Wir wollen gleich 
hier bemerken, daß andere Organextrakte, als diejenigen der Leber, 
Atropin nicht umzukehren vermochten, was wir auch erwartet hatten, 
seitdem wir erkannt hatten, daß die Umkehr spezifisch an den Cholaten 
haftet. Wir dehnten unsere Untersuchungen auch auf das Gegenstück 
des Atropins, nämlich das Ergotamin aus, welches die sympathisch 
fördernden Nerven des Herzens unter gewöhnlichen Bedingungen an- 
scheinend selektiv lähmt. 


Die Untersuchungen wurden am Froschherzen, in das eine Symes- 
kanüle eingebunden war, ausgeführt. Gelegentlich kam die von Kahn 
beschriebene Doppelkanüle zur Anwendung. Methodische Besonder- 
heiten werden anläßlich der einzelnen Versuche erwähnt werden. 


Die erste neue Substanz, deren Einfluß auf die Wirkung von 
Atropin auf das Froschherz wir untersuchten, war der Caprylalkohol, 
der wegen seiner hohen Kapillaraktivität methodologisch beispielsweise 
bei der van Siykeschen. Gasanalyse Verwendung findet. Zu Beginn 
jedes Versuchs wurde der Einfluß von Atropin auf das Froschherz 
im Normalzustande festgestellt. Die Atropindosen, die wir benutzten, 
waren 0,002 und 0,02%. Wir haben mit diesen Konzentrationen mit 
den Bedingungen unserer Anfangsversuche nur entweder Verstärkung 
und Beschleunigung, oder Gleichbleiben des Herzschlages beobachtet. 
Nach Anwendung von Caprylalkohol passender Konzentration war 
ausnahmslos aie Atropinwirkung eine andere. Caprylalkohol für sich 
allein wirkt je nach der Konzentration entweder fast gar nicht oder 
abschwächend auf den Herzschlag ein. Die einzelnen Herzen verhalten 
sich in dieser Beziehung verschieden, und verschieden ist auch die 
Konzentration, bei welcher die Umkehrwirkung eintritt. Wir haben 
dieselbe schon gesehen, wenn auch selten, bei einer Verdünnung des 
Caprylalkohols 1: 1000000, fast regelmäßig, wenn die Verdünnung 
1: 100000 bis 1: 50000 war. Es empfiehlt sich nicht, unter Konzen- 
trationen von 1:10000 zu gehen, weil dann das Herz schon stark 
geschädigt wird. 

Von unseren zahlreichen Versuchen wollen wir nur zwei Beispiele 
geben. Abb. 1 und 2. (Versuch vom 16. und 19. Oktober 1926.) 

In dem Versuch, von dem Abb. 1 einen Ausschnitt darstellt, stand das 
Herz unter der Einwirkung von Caprylalkohol 1: 100000, bei der Zahl 25 


wird Atropin 0,0029; in Ringerlösung zugesetzt und man sieht die all- 
mählich eintretende, stark negativ inotrope Wirkung auf die Kammer- 
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kontraktion. Bei 26 wird mit Ringerlösung ausgewaschen. In Abb. 2 
schlägt das Herz kräftig im Anfang unter der Einwirkung von Capryl- 
alkohol 1: 10000, bei 16 tritt unter dem Einfluß von 0,20% Atropin eine 
sehr starke Abnahme der Kammerkontraktion ein. In mehreren Versuchen 


A 
Caprylalkohol Atropin 


Abb. 2. 


haben wir, genau wie wir das früher bei den Cholaten beobachtet haben, 
nach Atropinzusatz es praktisch bis zum fast vollständigen, aber reversiblen 
Aufhören des Herzschlages kommen sehen. 


Unsere zahlreichen Versuche haben ergeben, daß Caprylalkohol in 
der richtigen Konzentration ein unfehlbares Mittel ist, die Atropinwirkung 
umzukehren. Schon der Umstand, daß chemisch die Cholate und der 
Caprylalkohol sehr verschieden gebaut, in der physikalisch-chemischen 
Eigenschaft jedoch der hohen Kapillaraktivität schr ähnlich sind, spricht. 
für die ursächliche Bedeutung des letzteren Moments. 


Auch die Erfahrung, die wir mit einigen anderen Stoffen gewonnen 
haben, spricht zugunsten dieser Annahme. Wir haben nämlich eine Reihe 
von Versuchen mit Isobutyl- und Amylalkohol angestellt. Diese beiden 
Alkohole sind, wie sie an Kohlenstoffatomen ärmer sind, auch weniger 
kapillaraktiv als der Caprylalkohol. Von den beiden erstgenannten Alkoholen 
konnten wir bis zu Konzentrationen von 1:100 anwenden und haben 
niemals die geringste Andeutung von Umkehrwirkung des Atropins danach 
gesehen, weshalb wir füglich auf Kurvenbeispiele verzichten. Um sicher 
zu gehen, haben wir am Ende einer derartigen Versuchsreihe Caprylalkohol 
gegeben und darauf Atropin folgen lassen. Hier gab Atropin, wie in den 
früheren Versuchen, deutlich die Wirkungen einer negativ inotropen Vagus- 
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erregung. Auch der Zimtalkohol erwies sich nicht geeignet, um Atropin 
umzukehren. 

Wir hatten in unseren früheren Arbeiten zeigen kónnen, daß die Cholate 
die vaguserregende Wirkung von Acetylcholin in hohem Maße zu antagoni- 
sieren vermögen. Eine Umkehrwirkung liegt hier freilich nicht vor, vielmehr 
handelt es sich um folgendes: Die Cholate vermögen selbst in der physiologi- 
schen Konzentration im Sinne sympathisch fördernden Einflusses zu 
wirken. Dementsprechend wird die Acetyleholinwirkung unterdrückt. In einer 
Reihe von Versuchen, in denen wir 
Caprylalkohol gaben, sahen wir 
danach keine Beeinflussung der 
vorher ausgeprobten Wirkung von 
Acetylcholin. wie Abb. 3 aus dem 
Versuch vom 20. Oktober 1926 zeigt, 
wo im Anfangsteil die Herzschläge 
unter Caprylalkohol 1: 25000 dar- 
gestellt sind, worauf nach Zu- 
satz von Acetylcholin 1: 15000 die- 
selbe Wirkung wie früher eintritt. 
Nach allen unseren bisherigen Er- 
fahrungen können wir ganz all- 
gemein sagen, daß die Umkehr- 
wirkung infolge kapillaraktiver Stoffe nur bei hemmenden Giften klar 
ausgesprochen ist. Dies ist für die Theorie der Erscheinungen nicht 
ohne Bedeutung. 


| I H IW 
| | | | 
4 dh Gu 


Hi. We a M e 


A 
Caprylalkohol Acetylcholin 
Abb. 3. 


Von Derivaten der Gallensäure sind uns seit unserer ersten Veröffent- 
lichung eine Reihe von anderen zur Verfügung gestellt: worden, unter 
anderem das Decholin, sowohl von der Firma Boehringer, Hamburg, wie 
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A A 
Decholin 0,4 P/, Atropin 0,02 9], 
Abb. 4. 


Riedel, Berlin, wofür wir auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
Das Decholin wird wegen seiner geringeren Giftigkeit neuerdings thera- 
peutisch verwertet. Uns interessiert hier die Frage des Einflusses auf 
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Atropin. Abb.4 zeigt den typischen Ausfall. Decholin in einer Konzen- 
tration von 0,4%, hat keinen merklich schädlichen Einfluß auf das 
Herz. Bei Zusatz von 0,02%, Atropin tritt rasch die stark negativ inotrope 
Wirkung ein. 

Weitere kapillaraktive Stoffe, die wir angewandt haben, waren 
Chinin und Optochin und Eucupin. Auch diese Stoffe kehrten die Wirkung 
von Atropin um, allerdings waren hierzu starke Konzentrationen erforderlich. 
Da diese Produkte in höheren Konzentrationen das Herz schädigen können, 
ist es geraten, ehe man die Wirkung von Atropin prüft, vorher das Herz 
einmal mit Ringerlösung auszuwaschen. Darauf tritt nach Atropinzusatz 
sehr deutlich die negativ inotrope Wirkung auf (Abb. 5). 
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A 
Optochin Atropin 
Abb. 5, 


Über unsere Versuche mit Organextrakten können wir kurz berichten. 
Wir haben Nieren und Gehirnextrakte als lipoidreiche Mischungen benutzt, 
ferner Hodenextrakt und schließlich auch Milz. In keinem Falle sahen wir 
die geringste Andeutung einer Umkehrwirkung des Atropins. 


So interessant die Tatsache sein mag, daß gewisse hochkapillaraktive 
Stoffe die Wirkung von Atropin umzukehren vermögen, so würde diese 
tiefgreifende Modifikation doch an Bedeutung gewinnen, wenn sie nicht 
ein isolierter Fall wäre. Um in dieser Beziehung vorwärts zu kommen, 
dehnten wir unsere Untersuchungen auf das Ergotamin aus, dessen Wirkung 
bei richtiger Dosierung und unter Innehaltung bestimmter Bedingungen 
darin besteht, daß bei Reizung des Vagus des Frosches der eigentliche 
Vaguserfolg immer reiner zutage tritt, jede Miterregung aber der sympathisch 
fördernden Fasern ausbleibt, weil dieselben durch Ergotamin gelähmt 
werden. Durch die Güte von Sandoz & Co. in Basel stand uns reines Ergo- 
tamintartrat zur Verfügung. 


Unsere Versuche verliefen methodisch, sinngemäß etwas abgeändert 
als diejenigen bei der Untersuchung der Atropinwirkung. in der im Berner 
Institut üblichen Weise wurden die Nervi vagi präpariert, ehe das mit 
dem Kopfteil in Verbindung stehende Herz an die Kanüle kam. Die Vagi 
wurden mit Hilfe des auf niedrige Frequenz (8) eingestellten Klangstab- 
unterbrechers und dem Kroneckerschen Induktionsapparat gereizt. Nach- 
dern der Erfolg verschieden starker Vagusreizungen festgestellt worden 
war und wir uns von einer hohen normalen Vaguserregbarkeit überzeugt 
hatten, schritten wir zur Frgotaminvergiftung. Dieselbe führte in be- 
kannter Weise zu einer größeren Anspruchsfähigkeit des Vagus hinsichtlich 
seiner negativ inotropen Wirksamkeit und zu einem völligen Verschwinden 
jeder Andeutung einer Acceleransreizung. Dabei berücksichtigen wir nur 
solche Versuche, wo die Ergotaminvergiftung im übrigen das Herz in einem 
guten Zustand beließ. Wir haben bei anderer Gelegenheit darauf hin- 


92 L. Asher u. N. Scheinfinkel : 


gewiesen, daß nicht jederzeit ein mit Ergotamin vergiftetes Herz für 
feinere Analysen brauchbar ist. Sobald wir Caprylalkohol, welcher sich 
in den Atropinversuchen so bewährt hatte, in den gleichen niedrigen Kon- 
zentrationen verwandten, änderte sich das Bild. 


Die Erscheinungen, welche nach Zusatz von Caprylalkohol wie auch 
Cholaten zur Beobachtung kommen, sind zweierlei Art. Der bloße Zusatz 
von Ergotamin bewirkt, wenn er nicht eine gewisse negativ inotrope Schlag- 
folge herbeiführt, an und für sich nichts. Erst wenn man die Vagi reizt, 
kommt die tiefgreifende Veränderung zum Vorschein. Erstens kann zunächst 
eine Vaguswirkung eintreten. Aber nach Schluß dieser Vagusreizung 
kommt es zu einer ausgesprochenen Acceleranswirkung, von welcher vorher 
unter dem bloßen Einfluß von Ergotamin nicht die geringste Andeutung 
mehr da war (Abb. 6). 


A Vagusreizung 
Ergotamin nach Caprylalkohol 
Abb. 6. 


Die starke Acceleranswirkung ist um so bemerkenswerter, als wir mit 
einer Reizfrequenz reizten, bei welcher selbst ohne Ergotamin gewóhnlich 
keine Erregung des Accelerans erfolgt. 


TR ul i AITA 
ST 


Vagusreizung 


Abb. 7. 


Ergotamin nach Caprylalkohol 


Der andere, fast noch demonstrativere Fall besteht darin, daß die 
Herzschláge, welche durch erneute Zufuhr von Ergotamin nach vorauf- 
gehender Behandlung mit Caprylalkohol klein geworden sein kónnen, 
unter dem Einfluß der Vagusreizung immer größer und größer werden 
(Abb. 7). 
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Die hier abgebildete Kurve könnte ebensogut als typisches Bild einer 
isolierten Acceleransreizung gelten, die man nur erhält, wenn man besondere 
experimentelle Maßnahmen trifft, um jede Beteiligung des Vagus aus- 
zuschließen. Wir haben Fälle, wie die Abb. 7 zeigt, mehrfach nach Be- 
handlung des Herzens mit Caprylalkohol und Ergotamin gesehen, und es 
sind dies Fälle, welche am schönsten die Umkehr der Ergotaminwirkung 
durch einen kapillaraktiven Stoff demonstrieren. 

Wir haben zeigen können, daß zwei typische Gifte des autonomen 
Nervensystems, das eine ein lähmendes für einen parasympathisch 
hemmenden Nerven, das andere ein lähmendes für einen sympathisch 
fordernden Nerven, durch kapillaraktive Stofte in ihrer Wirkung gegenüber 
dem. was man die Norm bezeichnet, umgekehrt werden. Der Zusammenhang 
mit der Kapillaraktivitát ist so offenkundig, dal er vorbehaltlich weiterer 
Erfahrungen anerkannt werden dürfte. Es erhebt sich nun die wichtigere 
Frage. inwiefern hohe Kapillaraktivitát so auffallende Umkehrwirkungen 
auszulösen vermag. Man wird zunächst daran denken, daß die oberflüchen- 
aktiven Stoffe sich an den Oberflächen anháufen, die für die hier betrachteten 
Wirkungen von Bedeutung sind. Aber die Tatsachen, die wir beobachtet 
haben, sind nicht derart, daß man mit der Annahme einer etwaigen Ver- 
drängung viel zu erklären hoffen darf. Wenn Atropin und Ergotamin in 
ihrer Wirksamkeit bloß aufgehoben würden, dann könnte man diese Er- 
scheinung durch Verdrängung erklären. Aber es handelt sich ja um etwas 
ganz anderes. Beide Gifte, die vorher lähmend waren, werden jetzt dem 
physiologischen Mechanismus nach zu erregenden bzw. erregungsfördernden, 
hierin liegt das Gemeinsame der Erscheinungen. Auch die Annalıme, daß 
die Besetzung der Oberfläche mit einem kapillaraktiven Stoff Atropin 
und Ergotamin anreichert, ist vollständig unbefriedigend, denn eine bloße 
Vermehrung von Atropin und Ergotamin führt keinesfalls zu den von 
uns beobachteten Umkehrerscheinungen. Wir müssen uns vorläufig mit 
der negativen Seite des Problems begnügen. Um in positiver Weise Aus- 
sagen machen zu können, bedarf es weiterer experimenteller Erfahrungen, 
die mit Hilfe der hier gewonnenen Ergebnisse von einer neuen Seite her 
den verwickelten Mechanismus der Erregung namentlich vermittelst 
pharmakologischer Stoffe aufklären sollen. 

Nach einer anderen Richtung hin sind die mitgeteilten Befunde be- 
achtenswert. Sie zeigen, daß unsere Klassifikation der Wirkung pharma- 
kologischer Stoffe nur innerhalb gewisser Grenzen eine zutreffende ist. 
Die Wandelbarkeit pharmakologischer Wirkungen ist zwar eine anerkannte 
Tatsache, aber man hat bis jetzt keine Veranlassung gehabt, sie auf bisher 
anscheinend sowohl definierte Typen wie Atropin und Ergotamin aus- 
zudehnen. Auch deren Wirkungen fallen jetzt unter den Begriff der 
Stimmung; je nach der Stimmung kann die Wirkung die eine, aber auch 
die entgegengesetzte sein. Daß gerade kapillaraktive Stoffe an dem, was 
wir als Stimmung bezeichnen, so hervorragend beteiligt sind, hat nicht 
allein für die Physiologie, sondern auch für die Pathologie Interesse. Unter 
pathologischen Bedingungen ist mannigfach Gelegenheit gegeben, daB 
kapillaraktive Stoffe dort auftreten, wo sie den physiologischen Mechanismus, 
das biochemische Geschehen und die pharmakologische Wirksamkeit tief- 
greifend verändern. 

Zusammenfassung. 


1. Es wurde gezeigt, daß nicht bloß Cholate, sondern auch 
andere kapillaraktive Stoffe, wie Caprylalkohol und gewisse Chinin- 


94 L. Asher u. N. Scheinfinkel: Umstimmung pharm. Wirkungen usw. 


derivate, Atropin zu einem stark vaguserregenden Mittel umkehren 
können. u 


2. Anderen Organextrakten, außer denjenigen der Leber, kam 
eine umkehrende Wirkung auf Atropin nicht zu. 

3. Nach Zusatz von kapillaraktiven Stoffen bewirkt die Behandlung 
des Froschherzens mit Ergotamin, daß die Vagusreizung jetzt zu einer 
ausgesprochenen Erregung des vorher allein durch Ergotamin gelähmten 
Accelerans führt. 

4. Die theoretische Bedeutung der beobachteten Umkehrwirkungen 
wird, soweit dies zurzeit möglich ist, analysiert. 


Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 


Von 
Leon Asher. 


Ar 107. 


Fortgesetzte Untersuchungen 
über die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica. 
Die Blockierung der normalen Reaktion 
durch die intraperitoneale Injektion von destilliertem Wasser. 


Von 
George M. Curtis. 
(Department of Surgery, University of Chicago.) 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.] 


(Diese Arbeit wurde mit Unterstützung der Douglas Smith Foundation 
for Medical Research der Universität Chicago ausgeführt.) 


(Eingegangen am 28. März 1927.) 
Mit 7 Abbildungen ım Text. 


In einer vorausgehenden Arbeit habe ich!) durch ein neues Ver- 
fahren die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica aufklären können. 
Es wurde damals gezeigt, daß durch Injektion einer isotonischen oder 
leicht hypotonischen Zuckerlösung in das Peritoneum die Wirkung eines 
spezifischen Diureticums aufgehoben werden konnte. Die weitere 
Analyse dieses Ablenkungsversuchs führte zu der Folgerung, daß der 
erste wesentliche Faktor für die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica 
der Übertritt von Elektrolyten, insbesondere Chloriden, in das Blut sei, 
unter der Voraussetzung von sonst physiologischen Bedingungen des 
Gesamttieres und der Niere und dem Vorhandensein mobilisierbaren 
Wassers. Diese Aufklärung der Wirkungsweise der spezifischen Diuretica 
gewährte auch neue Einsichten in das Zustandekommen der normalen 
Diurese. 

In der nachfolgenden Arbeit sollen die Ergebnisse der Ablenkungs- 
methode durch eine sinngemäße Abänderung erweitert und vertieft 


1) George M. Curtis, diese Zeitschr. 163, 112, 1925. 
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werden. Dadurch, daß eine Rohrzuckerlösung in die Bauchhöhle 
gebracht wird, kommt es in späteren Phasen des Versuchs zu einer 
sekundären Diurese, weil der allmähliche Übertritt von Zucker in das 
Blut einen neuen chemischen Faktor einführt, der wiederum einen 
Einfluß auf die Harnabsonderung gewinnt. Dadurch kommen die 
Folgen der Ablenkung nicht ganz rein zum Ausdruck. Ich habe daher 
in den Versuchsreihen, über welche diese Arbeit berichtet, anstatt 
Zuckerlösung destilliertes Wasser in die Bauchhöhle injiziert. Die 
Injektion von destilliertem Wasser sollte außerdem dazu dienen, das 
Gefälle zwischen Elektrolytgehalt des Blutes und der Peritoneal- 
flüssigkeit maximal zu gestalten. 

Die Injektion von destilliertem Wasser in die Bauchhöhle könnte 
außer den soeben geschilderten Einflüssen noch andere Wirkungen haben, 
die bei der kritischen Verwertung der Ergebnisse berücksichtigt werden 
müssen. In erster Linie war an die Reizwirkung auf zentripetale Nerven 
zu denken mit ihren Folgen. Eine zweite nachfolgende Arbeit wird 
sich mit diesem Problem beschäftigen, hier sei nur kurz erwähnt, daß 
es gelungen ist, zu zeigen, daß. die angedeuteten Bedenken gegen die 
Einführung von destilliertem Wasser gegenstandslos sind. 

Die von mir benutzten Methoden waren im wesentlichen die gleichen 
meiner früheren Arbeit. Es wurden nur männliche Kaninchen benutzt. 
Die Mehrheit der Versuche wurde an zwei Kaninchen, die etwa 2,3 kg 
wogen, ausgeführt. Zum Zwecke der Kontrolle, der ausgedehnteren 
Prüfung des Einflusses der intraperitonealen Injektion von destilliertem 
Wasser auf die normale Euphyllinwirkung, wurden noch vier andere 
Kaninchen benutzt, die zwischen 2,4 und 3,7 kg wogen. Dieselben waren 
früher von Dr. Raulston bei seinen Untersuchungen über den Einfluß 
des allergischen Zustandes auf die Diurese!) gebraucht worden. Alle 
diese Tiere reagierten sehr gut auf Euphyllin. Ich bin Herrn Dr. Raulston 
für die Möglichkeit, seine Tiere zu Kontrollversuchen zu benutzen, zu 
Dank verpflichtet. 

Das Euphyllin (Theophyllin-Äthylendiamin) (auch an dieser Stelle 
möchte ich den Gulden-Byk-Werken für die liberale Überlassung von 
Euphyllin meinen Dank aussprechen) wurde gewöhnlich in Mengen 
von 0,5ccm, enthaltend 0,12 g, intramuskulär injiziert. Die intra- 
peritoncale Injektion von destilliertem, auf Körpertemperaturgebrachtem 
Wasser geschah mit Hilfe einer .Mariotteschen Flasche. 

Die analytischen Methoden waren die gleichen wie in meiner 
früheren Arbeit. Vollständige Analysen konnten nur bei den Kontroll- 
experimenten ausgeführt werden, während nach den simultanen 
Injektionen die Harnabsonderung so geringfügig war, daß die Mengen 


1) Diese Zeitschr. 184. 31, 1927. 
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nicht hinreichten, um eine größere Zahl vı nchemischen und physikalisch- 
chemischen Analysen anzustellen. 

Die wesentlichen Ergebnisse meiner Arbeit will ich an Hand einer 
Auslese aus meinen zahlreichen Versuchen darlegen, und zwar vermittelst 
sieben Kurven und sechs Ubersichtstabellen. Einleitend sei nur be- 
merkt, daß die intraperitoneale Injektion von 100 com destillierten 
Wassers in keinem einzigen Falle zu irgendwie erkennbaren Störungen 
führte. Innerhalb 1 Stunde wird die injizierte peritoneale Flüssigkeit 
mit dem Blute isotonisch und enthält bis zu 0,6%, NaCl sowie andere 
anorganische Salze. Auch Eiweiß läßt sich in der Flüssigkeit nachweisen. 
Die Analyse des Blutes zeigt ein Sinken des Chloridgehalte des Blutes 
ganz entsprechend der raschen Ablenkung in die Bauchhöhlenflüssigkeit. 


Abb. 1 stellt kurvenmäßig die Diurese an zwei Kaninchen (Nr. 1 und 2) 
nach bloßer Injektion von Euphyllin dar. Die Übersichtstabelle I enthält 
die Einzeldaten aus diesen Versuchen. 


Die Abszissen sind die Zeiten in A die Ordinaten die Harnmengen in ccm. 


Die Kurven zeigen die charakteristische sehr starke Wirkung von 
Euphyllin unter meinen Versuchsbedingungen am normalen Tiere. Aus 
der Übersichtstabelle geht hervor, daß die durchschnittliche Harnmenge 
in der Periode vor jeder Injektion 0,53 ccm in einer Zehnminutenperiode 
beträgt. Dieser Wert ist um ein Geringfügiges höher als derjenige, den ich 
früher beobachtete, aber nicht ganz so hoch, wie der von Raulston beob- 
achtete. Die Tiere lagen während der Versuchsdauer ruhig und machten 
nur ganz gelegentlich minimale Bewegungen. 

Biochemische Zeitschrift Band 186. 7 
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Nach Injektion von Euphyllin erhebt sich die durchschnittliche Harn- 
menge steil und erreicht während der dritten Zehnminutenperiode ihren 
durchschnittlichen Maximalwert von 12,2ccm. Sie sinkt dann allmählich, 
so daß noch am Ende einer Stunde eine erhöhte Diurese stattfindet. Die 
Maximaldiurese während einer Zehnminutenperiode variiert zwischen 8,8 
und 17,5 ccm, durchschnittlich 13,6 ccm. Anstatt in der dritten Zehn- 
minutenperiode kann sie so früh wie die zweite und so spät wie die fünfte 
Periode eintreten. Die während der ersten Stunde ausgeschiedene durch- 
schnittliche Harnmenge ist 39,7 ccm, wechselnd zwischen 17,4 und 56,0 cem. 

Die gesamte während eines Versuchs ausgeschiedene NaCl-Menge 
wechselt zwischen 106 und 289 mg. Die durchschnittliche Menge, die 
60 Minuten nach einer Euphyllininjektion in sechs Versuchen ausgeschieden 
wurde, war 208 mg. Unter Annahme einer Blutmenge von ?*/,¿ des Körper- 
gewichts besaßen die 2,2kg schweren Kaninchen rund 170 ccm Blut. Die 
Kochsalzkonzentration des Gesamtblutes betrug durchschnittlich 0,47 9. 
Demnach enthielt jedes Tier angenähert 0,8g NaC] in seinem Gesamtblut. 
Die in einer Stunde ausgeschiedene NaCl-Menge beläuft sich demnach auf 
etwa 269%, des gesamten Blutchlorids, und trotzdem bleiben die Blutchloride 
bis an das Ende des Versuchs beständig hoch. Daher müssen die Chloride 
rasch aus den Geweben in das Blut und dann in den Harn übertreten. Ein 
Teil dieses Übertritts tut sich in der beobachteten, wenn auch nicht sehr 
großen Erhöhung der Blutchloride kund. 

Nachdem wir auf diese Weise ein Bild, und zwar in vollständiger Be- 
stätigung meiner früheren Beobachtung der normalen Euphyllindiurese 
gewonnen haben, gehen wir zu den Erfolgen der Ablenkung durch intra- 
peritoneale Injektion von dest illiertem Wasser über, die zu einer vollständigen 
Blockierung, wie sie bezeichnet werden möge, führt. Die nachfolgende 
Abb. 2 und Übersichtstabelle II liefert an den gleichen beiden Kaninchen 
die Daten der blockierten Euphyllindiurese in sechs Versuchen. 


LL — Cal 
W JO 
Injektion |0.5cem=072 gr Eyohyllín inframuse. Minuten 
200 ccm des 11,0 intraperitoneal, 
Abb. 2. 


Die Kurvendarstellung offenbart in sehr eindringlicher Weise den 
Tatbestand: Die mächtige Euphyllindiurese der früheren Reihe ist unter 
sonst gleichen Bedingungen durch die gleichzeitige intraperitoneale Injektion 
vollständig blockiert. Die sechs Versuche sind an den gleichen Tieren 
angestellt wie in der früheren Reihe. Die durchschnittliche Menge ab- 
gesonderten Harns bleibt nach der Euphyllininjektion in den ersten vier 
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Perioden auf fast dem gleichen Niveau wie vor der Injektion. Dann kommt 
es zu einem geringfiigigen Anstieg, welcher sein durchschníttliches Maximum 
von 4,3 ccm in der achten Periode hat. Wenn gelegentlich in einer früheren 
Periode ein geringer Anstieg beobachtet wurde, rührt es daher, daß die 
zeitlichen Verhältnisse von Euphyllininjektion und intraperitonealer 
Injektion nicht genau die richtigen waren. Zur Zeit der sekundären Diurese 
ist die peritoneale Flüssigkeit isotonisch geworden und hat einen Kochsalz- 
gehalt von 0,587%,. Vergleicht man die Gesamtmenge von Harn, die 
innerhalb einer Stunde nach der Euphyllininjektion in beiden Reihen 
abgesondert wird, so ergibt sich, daß die intraperitoneale Injektion die 
Diurese bis auf 10,8%, ihres normalen Wertes herabgesetzt hat. 

Die Gesamtmenge Kochsalz, die während einer Stunde nach der 
Doppelinjektion ausgeschieden wird, beträgt im Durchschnitt 17 mg. Der 
Vergleich mit der durchschnittlichen Menge von 208 mg in sechs Versuchen 
an den gleichen beiden Kaninchen nach bloßer Euphyllininjektion zeigt 
deutlich die Folgen der Ablenkung des Kochsalzes in das destillierte Wasser 
in der Bauchhóhle. Nur 8,2%, der normalen Kochsalzmenge gelangen 
noch zur Ausscheidung. 

Zur Kontrolle der mitgeteilten Befunde wurden noch Kontrollversuche 
an vier anderen Kaninchen, wie in der Einleitung erwähnt, angestellt. 
Das Ergebnis von fünf derartigen Versuchen gebe ich in Abb. 3 und Über- 
sichtstabelle III. 


Injektion m u 70 a E Malen 
812 gr Euphyllin u. 100ccm dest. 1,0 or2grXEuphyli. 


Abb 3. 


Zunächst zeigt die kurvenmäßige Darstellung, daß bei diesen vier 
Kaninchen nach Injektion von Euphyllin und von 100 ccm destillierten 
Wassers intraneritoneal.der Verlauf der Diurese in den ersten 60 Minuten 
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genau der gleiche ist wie in der früheren Reihe. Praktisch ist die Diurese 
vollständig blockiert. In drei von den fünf Versuchen wurde nach 60 Minuten 
eine zweite intramuskuläre Injektion gemacht, um die Reaktionsfähigkeit 
der Tiere in dieser Phase zu prüfen. Das Ende der betreffenden Kurven 
ist durch einen kleinen Kreis bezeichnet. In allen drei Fällen kommt es 
zu einer sekundären Diurese, die in einem. Falle zu den maximalsten gehört, 
die man überhaupt beobachtet hat. Diese Kontrollen, wie übrigens auch 
die zahlreichen gelungenen Diureseversuche, ohne intraperitoneale Injektion, 
die früher Raulston angestellt hat, beweisen die gute Reaktionsfähigkeit 
dieser Versuchsindividuen. Versuch 19 war ein Kontrollversuch, in welchem 
nur die intraperitoneale Injektion von destilliertem Wasser anfänglich 
ausgeführt wurde, und erst am Ende von 60 Minuten wurde Euphyllin 
injiziert. Der Versuch verläuft ganz gleich, wie z. B. Versuch 16. Da die 
durchschnittliche Gesamtharnmenge während einer Stunde nur 2,2 ccm, 
die durchschnittliche Gesamtkochsalzmenge in der gleichen Zeit nur 0,0151 g 
beträgt, geht aus dieser Versuchsreihe die vollständige Blockierung des 
Einflusses von Euphyllin auf Wasser und Salzausscheidung unter dem 
Einfluß des destillierten Wassers in der Bauchhöhle hervor. 
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In Abb. 4 und 5 und den zugehörigen Tabellen IV und V bringe ich, 
vorgängig jeder weiteren Analyse, zwei durchgeführte Einzelbeispiele der 
normalen Euphyllindiurese an Kaninchen 1 und 2. 

Der Inhalt der Abbildungen und Tabellen ist aus den beigegebenen 
Bezeichnungen genau ersichtlich. Es ist daher nur nötig, auf einige Haupt- 
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See: 
Versuch 3. Normaler Kontrollversu 


EEEE A eT 


Harnstoffs 


Zeitintervall 
Menge in ccm 
ziisch«elektrische 
citfähigkeit 10-8 


Nummer der Harnprobe 
0, NaCl im Harn 
Gramm NaCl im Harn 
des HarnsNa Cl 1 
Molekulare Konzentration 
der Harnchloride = Cua ci 
Na Cl-Moleküle im Harn 
0/, Harnstoff im Ham 
Gramm Hamstoff im Harn 
Molare Konzentration des 

$ 


Molare Konzentration 
a = Dissozistion des Harn-Na Cl 


Harnstoffmoleküle im Harn 


1 | Biase |33,0|0,05810,0191 |0,0098 0,936 [0,01901 0,000 63 |0,418 0,1379] 0,0696 | 0,002 30 | 183,05 
2 || 10 | 1,7/0,144|0,0024 0,0242 0,907 |0,0461 | 0,000 08 a ët 0,00022 | — 


Injektion von 0,5 ccn 

3 | 10 | 3,4/0,342|0,0116|0,0585|0,873|0,1096| 0,000 37 | 0,557 | 0,0189 | 0,0928! 0,000 32 | 332,01 
d 10 | 8,3/0,478/0,0397 |0,0817|0,855/0,1516| 0,001 26 | 0,401 | 0,0333 | 0,0669 | 0,000 56 | 216.78 
5 | 10 |17,0/0,538/0,0915/0,0920 | 0,849|0,1701 | 0,002 89 |0,145|0,0247 [0,0241 | 0,000 41 165,46 
6 10 116,1|0,539| 0,0868 0,0923 | 0,848 | 0,1706 | 0,002 75 | 0,254 | 0,0409 | 0,0424 | 0,000 68 | 157,05 
7 10 | 6,7/0,526 | 0,0352 | 0,0901 | 0,850 | 0,1667 | 0,001 12 |0,250|0,0168| 0,0416 | 0,000 28 | 181,81 
10 | 4,5/0,547/0,0246|0,0936 | 0,847 | 0,1725 | 0,000 78 |0,479/|0,0216/0,0798| 0,000 47 | 229,22 


Es 
Versuch 5. Normaler Kontrollve | 
ZT EE EE 


a = 


1 | Biase 5,0 | 0,165 |0,0083 | 0,0282 oam | 0,0536 | 0,000 27 | 0,468 0,0234 | 0,078 0,000 39 | 204,80 
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2; 10 | 0,3 | 0,229 | 0,0007 | 0,0392 | 0,888 | 0,0739 | 0,000 02; — — — 

Injektion von 0,5 cen 
3 || 10 | 0,4 | 0,390 ! 0,0016 | 0,0667 | 0,865 | 0,1244: 0,000 05 | 0,27610,0011 10,046] 0,00002! — 
4 ¡ 10 : 6,4 | 0,349 |0,0223| 0,0597 |0,870 0,1118. 0,000 72 | 0,294 | 0,0188|0,049| 0,000 31 | 124.5 
5| 10 | 14,0 | 0,317 (0,0444/0,0542/0,874 0,1017 | 0,001 42 | 0,060 | 0,0084 | 0,010 | 0,000 14 78.74 
6| 10 13,5 | 0,285 ‚0,0385 0,0488 | 0,878 | 0,0916 0,001 24 | 0,048! 0,6065 0,008 | 0,000 11 ' 73.74 
7 | 10 | 7,6] 0,346 |0,0263| 0,0592 |0,870/0,1107 | 0,000 84 |0,072, 0,0055 | 0,012| 0,000 09 944 
8 | 10 , 1,5/0,467 /0,0069/0,0782|0,857|0,1452| 0 000 22 |0,168 0,0025/0,028|0,00004| — | 
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y. 
B. November 1925. Kaninchen 1. 
a a — SIE 
= ES selel 5 E g 
3 | 5 3 o a” a ll 3 | > $ | Il 2 T o 3 
e :0 Gs o | 2 e $ e KE E g p 
in |55, Ei ||. Evil E | Lo PI 
z3 (ás El Ey | ¿2 Ch Bu |<, T Ei Su | Ze 
zZ SI Bä de | 8] ¡$5 Sa sis 4 E Ze 
$. 138.28 162 | 51,1% Biel 2 |3 %, | 843 
53 Let? g $ GE LO <5 g. l il 3 E C el 
<e K | 33 | 83 gl 22 Sa l olol 3 gh gE 
ec E 2 << 3 |” F © E St, |É 
se 15. 25 Sr | 3% 2 el |. |. E = - 6 
£ e £ © ZS 25 £ S 5 a d ll S 
A ll E E A 
ae 0,804 a. ‚1986| 0,3569 ot a ng spa ap 0,01240| 0,003 10|0,0938 
Se U DER = a — oz as ' EE EE = 2 Fe = 
— 0.12g Euphyllin. 
3,4039 0,755 | 0,7073 0,8445 |0,597712,015| — | — |— 184,5] — [0004| — | — 
2,2516 0,782) 0,4484| 0,1699 | 0,2968 | 0,994 | 1,152 | 0,6227 (71,9/66,8| 0,005 17 | 0,00373 | 0,001 44 0,1743 
0,1870 0,808 | 0,3381 | 0,0950 | 0,1680 | 0,555 | 0,838 0,4580 74,7|49,6| 0,007 70| 0,00575 ' 0,001 95 ¡0,1149 


0,1769 0,812 0,3205 | 0,0846 | 0,1499 | 0,494 | 0,795 | 0,4297 (74,5/46,8| 0,006 92 | 0,005 16 | 0,001 76 [0,1092 
0,2068 0,803 | 0,3729 | 0,1167 | 0,2062 0,681 | 1,018 | 0,5503 |67,7|55,3| 0,00369| 0,00250 | 0,001 19 0,1774 
0,2667 0,780!0,4747|0,178110,8022|1,012| — | — |- II — |0,00214| — | — 


F. 
10. Dezamber 1925. Kaninchen 2. 
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0,1390 | 0,826 | 0,2539 | 0,0793 | 0,1421 (0,463/0,550' 0,2973 85,3|56,1| 0,00190| 0,001 62 dee 
0,1880 '0,851 |0,1628| 0,0338 | 0,0611 [0,198/0,299| 0,1616 100,0 37,3. 0,00226 | 0,00228) — 10,0012 
0,794 0,856 0,1464 | 0,0306 | 0,0548 |0,179/0,288 0,1557 94,0 37,4| 0,00210 0,00198| 0,000 12 0,0083 


| 
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punkte aufmerksam zu machen. In beiden Versuchen sieht man den früher 
von mir beschriebenen Chloridanstieg des Blutes, auf dessen ursächliche 
Bedeutung für die Diurese gleichfalls früher hingewiesen wurde, so daß 
die beiden Versuche zur Bestätigung der früheren dienen. Die osmotischen 
und molaren Verhältnisse des Harns während der Euphyllindiurese sind 


së 
a 

dë 

S y 0,520 x 

$ 0510 S 
170 $ 0500 2 
16,0 $ 0,490 së 
150 Y 
wo E p 2800 

è S Zen 

130 $ 3 AY) 
12,0 7, 12 2400 
7101 11 220,0 
10,0 10} 10 2000 
3,0 09 A 09 1800... 
8,0 08 KÉ 08 160,0 X 
70 07 07 190,07 
60 06 06 120,0 Ñ 
50 05 05 100,0° 
40 04 04 80,0 
30 03 F- a 03 60,0 
2,0 02 102 400 
10 01 01 20,0 

0 Wl 0 

Inyeklfiorr Minuten 
05cm = 012gr 
Euphyllin Abb. 5. 


ebenfalls wie ich sie früher beschrieben habe. Vielleicht noch deutlicher als 
früher jedoch kommt zum Vorschein, daß die Achloridausscheidung relativ 
gesteigert sei. Insgesamt lehren wieder die beiden Versuche, daß der 
Elektrolyteinstrom aus den Geweben in das Blut und die Elektrolyt- 
ausscheidung durch die Niere unter dem Einfluß des Euphyllins, begleitet 
von einer Wasserausscheidung, Hand in Hand gehen. 


Den tiefen Unterschied zu diesen beiden Versuchen zeigt ein Blockie- 
rungsversuch an Kaninchen 1, dargestellt durch Abb. 6 und Tabelle VI. 

Vor jeder Injektion wurden fünf Zehnminutenperioden normaler 
Harnabsonderung beobachtet, in welcher Zeit insgesamt 3,5 ccm aus- 
geschieden wurden mit einem Mittelwert von 0,7 ccm Harn in der Zehn- 
minutenperiode. In dieser selben Zeit wurden insgesamt 0,0075 g Kochsalz 
ausgeschieden. 

Als dann kombinierte intramuskuläre Injektion von Euphyllin und 
die intraperitoneale von 100 ccm destillierten Wassers gemacht wurde, 
gab es, nach einer anfänglichen geringfügigen Vermehrung der Harn- 
ausscheidung, vermutlich von den Zeitverhältnissen der beiden Injektionen 
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Tabelle VI. 
Euphyllindiurese. Zusammenfassung der Harnausscheidung in Zehn- 
minutenperioden. 
4. Durchschnitte, Kaninchen 1. 


1. Normale Euphyllindiurese nach Injektion von 0,5 ccm = 0,12 g. 


2. Blockierte Euphyllindiurese nach gleichzeitiger intraperitonealer Injektion 
von 100 ccm destillierten Wassers. 


& 
Zahl der 
Versuche 
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07 gr Euphylim y. 00 ccm dest. 1,0 
Abb. 6. 


herrührend, eine vollständige Blockierung der Wirkung des Diureticums. 
In den folgenden 60 Minuten wurden 3,2 cem Harn, 0,5 cem durchschnittlich 
. pro Zehnminutenperiode abgesondert. 0,0116 g Kochsalz wurden insgesamt 
ausgeschieden. 


Die Blutchloride fielen durchschnittlich von 0,485 °%, vor der Injektion 
auf durchschnittlich 0,443% am Ende des Versuchs, als deutliches Zeichen 
der Ablenkung der Chloride in die Bauchhöhlenflüssigkeit. Diese letztere 
hatte am Ende eine durchschnittliche Konzentration von 0,596%, NaCl 
und eine Gefrierpunktserniedrigung gleicher Größenordnung wie diejenige 
des Blutes erreicht. Das Hämoglobin war von 87 auf 68%, gefallen infolge 
der Absorption von Flüssigkeit aus der Bauchhöhle. Man erkennt, daß 
die Verdünnung des Blutes auch nicht im geringsten die Ablenkung der 
Elektrolyte zu kompensieren vermag. 


106 G. M. Curtis: 


Was speziell die Übersichtstabelle anbetrifft, so zeigt sie in den Reihen 1 
und 2 nicht wie die Abb. 6 je einen Spezialfall, sondern den Vergleich der 
durchschnittlichen Werte von vier normalen Euphyllindiureseversuchen 
und vier blockierten Euphyllindiuresen an Kaninchen 1. Die Unterschiede 
sind so außerordentlich deutlich, daß es keiner weiteren Worte zur Er- 
läuterung bedarf. Es sei nur noch auf die sehr spät einsetzende sekundäre 
Diurese nach Abklingen des Blocks aufmerksam gemacht. 

Die nachfolgende Tabelle VII bringt die Einzeltatsachen eines Blockie- 
rungsversuchs Nr. 2 an einem Kontrolltier, Kaninchen 6, nebst einer Analyse 
der am Ende des Versuchs wieder erhaltenen Bauchhöhlenflüssigkeit. Die 
Blockierung der Diurese ist sehr deutlich ausgesprochen, ebenso die außer- 
ordentlich geringfügige Kochsalzausscheidung. Mit Hilfe der chemischen 
und physikalisch-chemischen Daten wurde unter Berücksichtigung des 


Tabelle VII. 
Euphyllindiurese. 
Versuch XI. 10. März 1926. Kaninchen 6, 2,9 kg. 
2 Uhr 40 Minuten: Auf dem Tisch, 


2 , 50 = Katheterisierung, 
3 , 00 > Blase entleert, 4,0 ccm trúber Harn, 
3 , 20 e bis 3 Uhr 25 Minuten Injektion 100 ccm destillierten 
Wassers, intraperitoneal, 38% C, 
3 Zä = Injektion 0,5 cem = 0,12 g Euphyllin, intramuskulär, 
4 „ 50 j Flüssigkeit wiedererhalten aus der Bauchhöhle. 
Harn Nr. | Zeit | Menge 0/4 NaCl g NaCl 

1 ann | 4,0 0,414 0,0165 

2 3 10 | 0,2 | as ae 

3 | 3 20 | 0,2 | un Pe 

Injektionen. 

4 | 3h30’ 0,2 0,552 0,0011 

5 | 3 40 0,5 0,551 0,0028 

6 3 5N 0,3 0,527 0.0016 

7 4 00 | 0,4 0.666 0,0027 

8 4 10 | 0,3 0,676 0.0020 

9 4 20 1,1 0,578 0,0064 

> 2,8cem mit 0,0166 g NaCl 1 Stunde. 
10 4h30' 2,0 0,355 0,0071 
11 4 40 3,2 0,254 0,0081 


> 8.0 com mit 0,0318 g NaCl 80 Minuten. 
Wiedererhaltene Flüssigkeit. 


= R $) | e | $ E [>] e= | © ht 
e0 sz | Es GERS e % 22 [So |288 2 | laeg 
a EI A 5:3| O > CAPI ICA O EE 
2 (838/32 | 35 2355| . 2350/3558 35881 Z | E | 253 
Fr cl lg g Excel Z S a | 280 EZ | MC, "d A 
Q | SSS| s3 | Es AL 5 232 283 egg < | 2 E 
Osal gë sg CAS E Sg Sex |ZE3 m | 22 
Béi 43 CS GEZ o ZS o Ze Ze 2| o leiw 

Sé EK Z S < sé AZ | >= |5 


0,543/0,2936/117,57/0,1304/0,829/0.2384/0,621 0,1062 0,84110,1933/0,045110,0552 18,9'81,4| 18,6 


Harnprobe Nr. 11, 3,2 ccm. 
| | 82,06 0,0888] | 10,254'0,0434 | | | (51,1; | 
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Vorhandenseins von Eiweiß in der Peritonealflüssigkeit berechnet, daß 
81,4% der in ihr enthaltenen gelösten Stoffe Elektrolyte und 18,99, 
Achloride sind. Neben Eiweiß sind wohl auch noch andere organische 
Stoffe übergetreten. Aber das Hauptinteresse liegt in dem hohen Prozent- 
gehalt an Kochsalz. Die Ablenkung von diesem in die Bauchhöhle, zum 
Teil wohl auch die Ablenkung der Achloride, sind für die Blockierung der 
Diurese verantwortlich zu machen. 

Die nachfolgende Abb. 7 und Tabelle VIII dienen als Beispiel für die 
genauere Untersuchung der sekundären Diurese, welche nach einer blockierten 
Diurese stattfindet, wenn nach Ablauf einer Stunde ein zweites Mal Euphyllin 
injiziert wird. - 

Die Abbildung zeigt deutlich die außerordentlich große und prompte 
Diurese, welche nach der zweiten Euphyllininjektion einsetzt. Während 
in der 60 Minuten andauernden Blockperiode nur 4,5 ccm Harn mit 0,0292 
Kochsalz ausgeschieden wurden, lieferte die Niere nach der zweiten Euphyllin- 
injektion 67 ccm Harn mit einem Gehalt von 0,426 g Kochsalz. Während 
dieser sekundären Diurese nimmt der Prozentgehalt an Elektrolyten ab, 
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Abb. 7. 


jedoch derjenige an organischer Substanz zu. Der Prozentgehalt der 
Achloride ist auch gesteigert, nichtsdestoweniger werden mehr Chloride 
als Achloride ausgeschieden. Der Versuch dient vor allem zu einem aber- 
maligen Beweis der Tatsache, daß die Anfüllung der Bauchhöhle mit einer 
Flüssigkeit und die sonstigen Versuchsbedingungen keinen Hinderungs- 
grund für eine Diurese bilden, das Ausbleiben demnach nur auf der Ab- 
lenkung der Elektrolyte beruhen kann. 


1 
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Versuch 14. 19. M 
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Injektion von 0,12 g 
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Pre . 14. 
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Wiedererhaltene Flüssigkeit: Nach 55 Minuten 0,561 9, Na 


Schließlich bringe ich in Tabelle IX eine Übersicht des Chloridgehalts 
der wiedererhaltenen Peritonealflüssigkeit auf Grund von Analysen von 
acht Versuchen. 
In sechs von diesen acht Versuchen wurde zweimal Flüssigkeit entleert. 
In allen Fällen wurde schließlich eine recht erhebliche Kochsalzkonzentration 
erreicht. Dieselben sind höher als in meinen früheren Versuchen, in denen 
ich statt destillierten Wassers Zuckerlösungen in die Bauchhöhle brachte. 
Mit Hilfe der Mikro-Kjeldahlbestimmung wurde ermittelt, daß der 
Eiweißgehalt der wiedergewonnenen Peritonealflüssigkeit so hoch wie 
1,5% sein kann. Mit Hilfe dieser Zahl wurde nach Bugarszky und Tangl!) 
der Wert der elektrischen Leitfähigkeit korrigiert. 
Insgesamt wurden in elf Versuchen an sechs verschiedenen Kaninchen 
die normalen diuretischen Wirkungen des spezifischen Diureticums Euphyllin 
durch die gleichzeitige intraperitoneale Injektion von körperwarmem, 
destilliertem Wasser vollständig blockiert. Denn während der Stunde 
nach der kombinierten Injektion ist praktisch die Harnabsonderung kaum 
gegenüber der normalen Absonderung verändert. 


1) Bugarszky und Tangl, Pflügers Arch. 72, 531, 1898. 
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TII. 
hos Kaninchen Nr. 10, 
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m Harn, nach 115 Minuten 0,602% NaCl im Harn. 


Während dieser Periode wird die intraperitoneale Flüssigkeit mit dem 
Blute isotonisch und Kochsalz wird rasch aus dem Blute in das künstliche 
Transsudat abgelenkt. Der Chloridgehalt des Blutes sinkt. Die physikalisch- 
chemische Analyse ergibt, daß auch Achloride in einer gewissen Menge in 
die Peritonealflüssigkeit abgelenkt werden. Infolge des Wassereinstromes in 
das Blut sinkt der Hämoglobingehalt. Die Ausscheidung von Chloriden 
durch die Niere ist ganz erheblich vermindert. 


Nach 50 bis 60 Minuten beginnt gewöhnlich eine geringfügige sekundäre 
Diurese. Injiziert man zu dieser Zeit nochmals Euphyllin, so wird die 
sekundäre Diurese erheblich gesteigert. 

Die mitgeteilten Untersuchungen beweisen erneut die Richtigkeit 
der in der ersten Arbeit auf Grund zahlreicher Versuche gemachten 
Annahme, daß die Ablenkung von Elektrolyten aus dem Blute in die 
Bauchhöhle die Wirkung der sogenannten spezifischen Diuretica aufhebt. 
Auch in dieser Arbeit wurde durch Kontrollversuche gezeigt, daß nicht 
etwa andere Momente an der Unterdrückung der Diurese schuld seien. 
Es bliebe freilich noch die Möglichkeit, daß, weil in dieser Arbeit de- 
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Tabelle IX. 
Euphyllindiurese. 
NaCl-Gehalt der intraperitoneal injizierten Flüssigkeit. 

nn | Datum Proz. NaCl at Tier 
0,505 2 
0,621 90 6 
| 0,531 45 4 
| 0,596 115 4 
13 19. IV 0,582 60 1 
13 190 0,586 90 1 
14 | 19. 1V 0,561 60 y 10 
14 mn | 0602 120 | 10 
15 23.1V 0,600 60 1 
15 | 23. IV 0,628 120 1 
17 13. V 0,591 45 | 1 
17 I 18, V | 0,582 60 1 
18 © BV 0,608 60 2 
18 | 138. V | 0581 100 | 2 


stilliertes Wasser angewandt wurde, der Reiz dieses Eingriffes reflek- 
torisch eine Gefäßverengerung in der Niere hervorgerufen habe. Obwohl 
die Gleichheit der Erscheinungen bei der Zuckerinjektion diesen 
kritischen Einwand unwahrscheinlich erscheinen läßt, wurde er durch 
eine eigens darauf gerichtete Untersuchung experimentell ausgeschlossen, 
worüber die nachfolgende Arbeit berichten wird. Angesichts des neuen 
Beweises gewinnt die Lehre, daß die primäre Wirkung — was nicht 
besagen soll die einzige — der spezifischen Diuretica in einem gesteigerten 
Austritt von Elektrolyten aus den Geweben in das Blut besteht und daß 
infolge hiervon bei Vorhandensein von mobilisierbarem Wasser und 
keiner Behinderung dieser Mobilisierung die Diurese einsetzt, an Sicher- 
heit. Angesichts dieser Tatsache treten natürlich die Faktoren, 
welche die moderne mechanische Theorie und die ältere sekretorische 
Theorie betonen, in den Hintergrund. Der ganz anders geartete 
wesentliche Faktor tritt hier unter physiologischen Bedingungen klar 
zutage. 


Zusammengefaßt ist der wesentliche Inhalt dieser Arbeit wie folgt: 


1. Durch intraperitoneale Injektion von 100 ccm kórperwarmen, 
destillierten Wassers konnte die spezifische Euphyllindiurese praktisch 
vollständig blockiert werden. 
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2. Sämtliche Versuchstiere reagierten normal sehr stark auf 
Euphyllin. 

3. Zu einer Zeit, wo das intraperitoneale Exsudat isotonisch mit 
dem Blute und an Chloriden wie auch Achloriden angereichert war, 
lóste eine Euphyllininjektion eine starke Steigerung der an und fiir sich 
eintretenden geringfügigen sekundären Diurese aus. 

4. Alle Tatsachen erklären sich unter der Annahme, daß durch 
die Ablenkung der Elektrolyte in die Bauchhöhle die sogenannte 
spezifische Wirkung der Diuretica aufgehoben wurde. Die in der 
früheren Arbeit gegebene Erklärung der Wirkungsweise eines spezifischen 
Diureticums und die Schlußfolgerungen für den Mechanismus der 
physiologischen Harnabsonderung erfahren eine erneute Bestätigung. 


Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 


Von 


Leon Asher. 
Nr. 108. 


Fortgesetzte Untersuchungen 
über die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica. 
Die Blockierung 
der normalen Reaktion bei Kaninchen mit entnervten Nieren. 


Von 
George M. Curtis, 
Department!) of Surgery, University of Chicago, 
und 


Noel F. Shambaugh, 
Medical Fellow, National Research Council, Ann Arbor, Michigan. 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.] 
(Eingegangen am 28. März 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Der eine von uns beiden (Curtis) hat in zwei voraufgehenden 
Untersuchungen über die Wirkungsweise des spezifischen Diureticums 
Euphyllin (Theophyllin-Äthylendiamin) die starke Diurese beschrieben, 
welche bei Kaninchen nach einer intramuskulären Injektion von 0,12 g 
erfolgt. In den meisten Fällen tritt bald nach dieser Injektion eine oft 
allerdings nur geringe, aber eine konstante Erhöhung der Blutchloride 
ein, welche für gewöhnlich der maximalen Diurese voraufgeht. Die 
Konzentration der Harnchloride steigt selbst während der Perioden 
maximaler Diurese, und eine viel größere Menge von Chloriden wird 
rascher ausgeschieden als vom Blut allein herrühren könnte, da die 
Blutchloride hoch bleiben. 

Auf diese primäre Steigerung der Blutchloride wie auf den raschen 
Übertritt von Chloriden aus den Geweben in den Blutstrom wurde 
Gewicht gelegt und dieselbe in ursächlichen Zusammenhang mit der 
nachfolgenden Diurese gebracht. Die Bedeutung dieses Zusammen- 


1) Diese Arbeit wurde mit Unterstützung der Douglas Smith Foundation 
for Medical Research der Universität Chicago ausgeführt. 
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hanges wurde zuerst durch Versuche geprüft, in denen vermittelst 
einer gleichzeitig mit der intramuskulären Injektion von Euphyllin 
ausgeführten intraperitonealen Injektion von Zuckerlösungen das 
Kochsalz wie andere Elektrolyte rasch in die Bauchhöhle abgelenkt 
wurden. Infolge dieser Ablenkung durch die leicht hypotonische Rohr- 
zuckerlösung (die geringfügige Hypotonie geschah, um die Mobilisierbar- 
keit des Wassers nicht zu stören) kam es zu einer ausgesprochenen Ver- 
minderung der gewohnten Diurese. Die intraperitoneale Flüssigkeit 
wurde rasch blutisotonisch und erreichte eine Kochsalzkonzentration 
von 0,4%. Wurde die intraperitoneale Zuckerkonzentration höher 
gewählt, so war die Diureseverminderung geringer, wegen des Ein- 
stromes von Zucker in das Blut. Die intraperitoneale Injektion der 
gleichen Menge isotonischer Kochsalzlösung übte keinen hemmenden 
Einfluß aus, wodurch eine etwaige mechanische Behinderung der 
Harnabsonderung durch das Bauchhöhlenexsudat ausgeschlossen wurde. 
Daß die bei Zuckerlösung eintretende ‚Restdiurese“ vom Zucker 
herrührte, folgte aus der Feststellung, daß der Harn eine ansteigende 
Ausscheidung von Zucker zeigte. 

Um die Annahme, daß die Ablenkung der Elektrolyte aus dem 
Blute der wesentlich bestimmende Faktor für die Unterdrückung der 
diuretischen Wirkung des Euphyllins sei mit einer neuen Methode unter 
Ausschluß einer Zuckereinwanderung ins Blut zu prüfen, wurden in der 
voraufgehenden Arbeit 100 ccm destillierten Wassers in die Peritoneal- 
höhle injiziert, um die Wirkung dieses Eingriffes auf die Folgen der 
gleichzeitigen intramuskulären Euphyllininjektion zu prüfen. In der 
voraufgehenden Arbeit wurde beschrieben, in wie hohem Maße dieser 
neue Eingriff praktisch vollständig die diuretische Wirkung des 
Euphyllins auf Wasser und Salzausscheidung blockierte. Erst sehr 
spät trat infolge der Verdünnung des Blutes eine sekundäre Diurese 
geringen Grades ein. | 

So schlagend der Erfolg dieses Eingriffes das frühere Resultat 
und die zur Erklärung gemachten Annahmen bestätigte, so führte er 
andererseits die Möglichkeit einer nicht unbedenklichen Fehlerquelle 
ein. Destilliertes Wasser ist ein Reizmittel, und der Reiz tat sich in 
unseren Versuchen darin kund, daß die intraperitoneale Flüssigkeit 
schließlich einen Gehalt von 1,5%, Eiweiß aufwies. Es konnte aber 
daran gedacht werden, daß durch gleichzeitige heftige Reizung zentri- 
petaler Nerven reflektorisch eine so starke Gefäßverengerung in der 
Niere eintrat, daß infolge hiervon die Diurese gehemmt wurde. Um 
diesem Einwand zu begegnen, war es erforderlich, jede Möglichkeit der 
reflektorischen Gefäßverengerung in der Niere auszuschließen. 

Um dies Vorhaben auszuführen, wurden an den zu diesen Versuchen 
dienenden Kaninchen vorher die Nieren sorgfältig total entnervt. 

Biochemische Zeitschrift Band 186. 8 
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Hierdurch war jede reflektorische Gefäßverengerung ausgeschlossen. 
21 Versuche wurden an diesen total entnervten Tieren ausgeführt. 

Die Versuche gaben auch Gelegenheit, die Reaktion auf Euphyllin 
bei total entnervten Nieren genauer zu untersuchen. Nachdem wir 
hinreichende Erfahrungen hierüber gewonnen hatten, wurde gleich- 
zeitig mit der Euphyllininjektion wie in der voraufgehenden Arbeit 
destilliertes Wasser intraperitoneal injiziert. Über die gelungene voll- 
ständige Blockierung der Diurese berichtet die nachfolgende Arbeit. 


Methoden. 


Im wesentlichen wurden die in den früheren Arbeiten angewandten 
Methoden benutzt, weshalb an dieser Stelle nur über die Abänderungen 
und die neuen Methoden berichtet wird. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach dem von Pincussen!) beschriebenen 
Verfahren bestimmt. Der auf Eiweiß umgerechnete Wert diente nach 
Bugarsky und Tangl?) zur Korrektur der spezifischen elektrischen Leit- 
fähigkeit. 

Der Phosphatgehalt des Harns wie auch derjenige in der wieder- 
gewonnenen Peritonealflüssigkeit wurde nach dem Verfahren von Klein- 
mann?) als P,O, nephelometrisch bestimmt. Die Veraschung der Harn- 
proben, 0,5 bis 1 ccm, geschah nach Einer?) mit Leem H, SO, und 2ccm 
Perhydrol. Die Veraschung wurde vermittelst einer kleinen Flamme, bis die 
Mischung farblos geworden war, ausgeführt. Der mit Wasser aufgenommene 
Rückstand wurde auf 100 ccm verdünnt. Von dieser Lösung wurde eine 
geeignete Menge in ein 25-ccm-Maßkölbchen gebracht und mit Wasser 
auf ein Volumen von 15 bis 20 ccm gebracht. Von hier an wurde die Be- 
stimmung nach Pincussen®) weitergeführt, d.h. die Probe wurde mit 
2,5 ccm einer 1%, HNO, angesäuert und Trübung durch Zusatz von 2 ccm 
Strychninmolybdänsäurereagens entwickelt. Nach 20 Minuten wurde 
die Probe nephelometrisch mit der gleichzeitig hergestellten und ähnlich 
behandelten Standardlösung von Na,HPO, mit einem Gehalt von 0,03 mg 
P,O, verglichen. Als Nephelometer stand uns ein neues Modell von Schmidt 
und Hänsch zur Verfügung. 

Im Gegensatz zu den früheren Arbeiten wurde zum Katheterisieren 
der männlichen Kaninchen ein weicher Gummikatheter anstatt eines 
halbsteifen als mehr passend befunden; auch ließ sich dieser leichter 
sterilisieren. Um die Einlaufsflüssigkeit dauernd auf Körpertemperatur 
zu halten, wurde dieselbe aus der vorgewärmten Mariotteschen Flasche 
durch einen in einem Warmwassertopf liegenden Schlauch geleitet. 

Die Operatiori der Entnervung der Nieren wurde zweizeitig ausgeführt 
mit einem Intervall von 7 bis 11 Tagen zwischen den beiden Operationen. 
Die gleichzeitige Entnervung beider Nieren wurde von den Tieren nicht 
gut ertragen. 

Zur Operation wurde das Tier in Bauchlage aufgebunden und der 
obere Teil des Abdomens durch eine untergeschobene Tuchrolle erhöht. 


1) L. Pincussen, Mikromethodik, S. 44. Leipzig 1925, 
2) Bugarsky und Tangl, Pflügers Arch. 1898, S. 531. 
3) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 45, 1919. 

4) Elner, Arch. f. Bienenkunde 1, Nr. 2/4, 118, 1926. 
5) Le, S. 71. 
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Ein 5 cm langer longitudinaler Einschnitt wurde gemacht, beginnend vom 
costovertebralen Winkel, längs des lateralen Randes des M. sacrospinalis. 
Die Lumbo sacrale Fascie wird dann gleichfalls am lateralen Rande des 
sacrospinalen Muskels eingeschnitten. Der Muskel wird medialwärts zur 
Seite geschoben, und eine gewöhnlich sichtbare große querverlaufende Vene 
wird doppelt unterbunden und durchschnitten. Hierdurch wird das 
perirenale Fett und Fascie freigelegt. Durch stumpfes Öffnen derselben 
mit Hilfe einer Kocherschen Sonde wird die Niere freigelegt und dann luxiert. 


Zuerst wird der Ureter präpariert und auf eine Strecke von 5 mm vom 
Nierenbecken gereinigt. Dann werden die Nierenvenen freigelegt und 
sorgfältig von allem Anhängsel frei präpariert. In diesem Moment besteht 
wegen der großen Dünne der Venenwände die größte Gefahr. Vene und 
Ureter werden mit Hilfe von etwas Gaze oder Watte isoliert und die Arterie 
freigelegt. Die sichtbaren Nierennerven werden präpariert und durch- 
rissen. Sodann wird die Nierenarterie sorgfältig soviel wie möglich auf 
eine Strecke von 5 mm vom umgebenden Bindegewebe frei gemacht. Mit 
Hilfe der Kocherschen Kropfsonde wird die Nierenarterie emporgehoben 
und ringsum mit Watte, getránkt in 95%, Carbol, berührt. Rasch wird 
dann die Arterie mit alkoholhaltiger Watte abgewaschen, die Kochersonde 
entfernt und die Niere reponiert. Die Fascien und Muskeln werden mit 
Catgut verschlossen, die Haut mit Seide und die Wunde wird mit Jod- 
lösung und Kollodium bepinselt. 


05: 12 
Gel Abb. 1. 


Wir haben zunächst die beiden Tiere mit vollständig entnervten Nieren 
genau auf ihr Verhalten gegenüber Euphyllin untersucht. Die Ergebnisse 
von neun derartigen Versuchen an den Kaninchen A und B legen wir in 
Abb. 1 und Übersichtstabelle I vor. 
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Abb. 1 enthält außer den neun Kurven des Ablaufs der normalen 
Euphyllindiurese nach intramuskulärer Injektion von 0,12g Euphyllin 
eine gestrichelte Kurve, welche den durchschnittlichen Wert von allen 
Versuchen darstellt. Die Diurese bei diesen entnervten Tieren ist eine 
sehr viel größere als diejenige, welche in den zahlreichen früheren Beob- 
achtungen mit der gleichen Methode im hiesigen Institut gemacht worden 
war. Daß dies im Zusammenhang mit der Entnervung geschah, wird schon 
dadurch wahrscheinlich gemacht, daß auch die normale, unbeeinflußte 
Diurese viel größer ist. Die Werte von 30 und 32 com Harn pro 10 Minuten 
gehören wohl unter den obwaltenden Bedingungen zu den größten, welche 
überhaupt in der uns zugänglichen Literatur berichtet werden. Auch der 
Anstieg der Diurese sofort nach der Injektion ist in einer ganzen Anzahl 
der Fälle größer als bei den Tieren mit normalen Nerven. 

Alle Versuche sind zwischen dem 11. und 69. Tage nach der voll- 
ständigen Entnervung angestellt worden. Bei einem der beiden Kaninchen 
blieb während der gesamten Beobachtungsdauer die veränderte Diurese in 
ihrer ganzen Stärke bestehen. Die Einzelheiten der Md RNASE 
gehen klar aus der Übersichtstabelle hervor. 

Vollstándig anders wird das Verhalten der Diurese, wenn dde 
mit der intramuskulären Euphyllininjektion 100 ccm körperwarmes, 
destilliertes Wasser intraperitoneal eingeführt werden. Abb. 2 und Über- 
sichtstabelle II berichten über zehn einschlägige Versuche, welche zwischen 
dem 32. und 84. Tage nach der vollständigen Entnervung ausgeführt 
worden waren. 


IN 
zu By 


160 
#0 
12,0 

R 

N 700 


072 gr 
Ge H y 00cm Dest 130 
intramusculär ` intraperitoneal 


Abb. 2. 


Das, was wir als das wichtigste Hauptergebnis unserer Untersuchungen 
bezeichnen können, geht mit größter Anschaulichkeit aus den Kurven- 
scharen der Abb. 2 hervor, wenn man sie mit der Abb. 1 vergleicht. Das 
Bild ist ein vollständig anderes. Sofort nach der intraperitonealen Injektion 
von destilliertem Wasser tritt, trotzdem das nachweislich so stark wirk- 
same Euphyllin sich im Organismus befindet, eine vollständige Blockierung 
der Wirksamkeit desselben ein, ja es zeigt sich, daß sogar die an und für 
sich erhöhte normale Diurese unter ihr Niveau herabgedrückt wird, wie 
das auch klar aus der gestrichelten Kurve der durchschnittlichen Diurese 
aus allen zehn Versuchen hervorgeht. Im späteren Verlauf der Versuche 
kommt es zu der in der früheren Arbeit beschriebenen sekundären Diurese. 
Diese sekundäre Diurese tritt in einigen Versuchen erst nach der achten 
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Zehnminutenperiode auf, in anderen Versuchen etwas früher. Zum Teil 
wird dies wohl davon abhängen, mit welcher Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtszustand der Zusammensetzung der Bauchhöhlenflüssigkeit erreicht 
ist. Wir fanden bei Untersuchung derselben nach einer Stunde, daß sie 
blutisotonisch geworden war und 0,587% Kochsalz enthielt. 

Es ist klar, daß der Ausfall dieser Versuche in strengster Weise die 
Möglichkeit ausschließt, daß die Blockierung der Diurese durch eine 
reflektorisch bedingte Gefäßverengerung in der Niere infolge des Reizes 
des destillierten Wassers veranlaßt worden sei. Gefäßverengende Impulse 
konnten die Nieren dieser beiden Tiere nicht mehr erreichen. Die Blockierung 
muß demnach auf dem anderen Moment beruhen, welches in unseren 
Versuchsbedingungen vorliegt, der Ablenkung der Elektrolyte aus dem 
Blute in die Bauchhóhle. 

Um zu zeigen, daß trotz individueller Unterschiede der Kaninchen A 
und B bei beiden Tieren die Ergebnisse dem Wesen nach genau die gleichen 
sind, haben wir die Übersichtstabelle III angelegt, in welcher vergleichend 
für Kaninchen A und B getrennt die durchschnittlichen Werte der normalen 
und blockierten Euphyllindiurese wiedergegeben sind. 

Kaninchen A war ein großes, sehr kräftiges graues Kaninchen von 
3,2kg. Gewicht und in hohem Maße dauernd zu Diureseversuchen geeignet. 
Die durchschnittliche Zehnminutenharnmenge vor jedem Eingriff, ab- 
gesehen von der totalen Entnervung, betrug 6,3 ccm, eine typische Polyurie 
infolge der Entnervung. Nach Euphyllininjektion wurde ein durchschnitt- 
licher Zehnminutenwert von 14,0 ccm erreicht. In fünf Versuchen mit 
gleichzeitiger Euphyllin- und intraperitonealer Wasserinjektion fiel dieser 
Wert auf 4,2 cem. Das größte Maximum bei der normalen Euphyllindiurese 
war 21,2ccm, dasjenige der sekundären Diurese nach der Blockierung nur 
Leem, 111,8ccm war die Gesamtharnmenge bei normaler Euphyllin- 
diurese, 33,6 ccm bei der blockierten Euphyllindiurese und der nachfolgenden 
Sekundárdiurese. 


Übersichtstabelle III. 


Euphyllindiurese. Kaninchen mit entnervten Nieren. 
Zusammenfassung der ER in 10-Minuten-Perioden. 
3. Durchschnitte: 
1. Normale Euphyllindiurese nach Injektion von 0,5ccm = 0,12 g. 


2. Blockierte Euphyllindiurese nach gleichzeitiger intraperitonealer 
Injektion von 100 ccm destillierten Wassers. 


| sf 953 | vis 
O| > E > $ 
se 5010) 10 [ts DER 
Nr. 10 110,10 y 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 lea: SE ES, ES y 
| | sp 4 |EZE0U | ISO 
EISE z R | ccm ccm | ccm 
Kaninchen A. 

1 ` 6,7 5,9,5,8] 16,1/21,2]16,6115,9'14,7'10,5/9,18,7 | 5 KEE 6,1 e 
2 ,6,27,55,8; 2,1121 30 42 31| 6,1159, 71 5 | 33,6| 65 | 42 
Kaninchen B. 

1 a KR [10,5 5,2 7,4179 14 | 542] 46 | 7,7 
2 262,321 1,5 08 05 11116 12/12) | 5| 78| 23 | 11 


Die Maximalwerte sind durch fetten Druck hervorgehoben. 
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Kaninchen B war ein mittelgroßes, grau-weißes Kaninchen von 2,6 kg 
Gewicht. Es lieferte vor jeder Injektion durchschnittlich je 3,3 ccm Harn 
in 10 Minuten der beiden Vergleichsreihen. Die durchschnittliche Harn- 
menge pro 10 Minuten nach bloßer Euphyllininjektion betrug 7,7 cem, 
während sie auf 1,1 ccm bei der blockierten Euphyllindiurese sank. Die 
maximalen Werte in beiden Reihen betrugen 10,5 bzw. 1,6ccm und die 
gesamte Harnmenge, die bei der normalen Euphyllindiurese sich auf 54,2 ccm 
belief, sank bei der blockierten Diurese auf 7,8ccm. Unabhängig von den 
absoluten Ausscheidungsmöglichkeiten durch die Niere, zeigen beide Ver- 
suchstiere den gleich stark ausgeprägten Blockierungseffekt. 

Unsere Versuche gaben uns Gelegenheit, die normale Euphyllindiurese 
bei total entnervten Nieren mit denselben chemischen und physikalisch- 
chemischen Methoden genauer zu untersuchen, wie dies in der früheren 
Arbeit des einen von uns geschehen ist. Als Beispiel geben wir von 
Kaninchen A Abb. 3 und Tabelle I und von Kaninchen B Abb. 4 und 
Tabelle II. 
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Euphyllin Abb. 3. 


Im wesentlichen verlaufen die Erscheinungen, wie sie in den vorauf- 
gehenden Arbeiten beschrieben worden sind. Bei beiden Tieren kommt 
es zu einem merklichen Anstieg der Blutchloride, namentlich bei Kaninchen A. 
Das Bild der Harnabsonderung wird beherrscht durch Ausscheidung von 
Wasser und Elektrolyten, der Chloride und der Achloride. In einem ge- 
wissen Gegensatz zu den früheren Beobachtungen ist die gesteigerte Aus- 
scheidung der Achloride ganz besonders ausgesprochen, was möglicherweise 
in einem gewissen Zusammenhang mit den Folgen der totalen Entnervung 
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steht. Die Harnstoffausscheidung zeigt keine Besonderheiten. Die Phosphate, 
deren Ausscheidungsverhältnisse in unseren früheren Arbeiten nicht verfolgt 
wurden, verhielten sich ziemlich genau wie die Chloride. Wir wollen hier 
nur den Fall des Tieres A besprechen. Die durchschnittliche Phosphat- 
ausscheidung im unbeeinflußten Zustande beträgt 0,7 mg pro 10 Minuten. 
Nach der Injektion erhebt sie sich auf 3,8 mg, um allmählich wieder zu 
sinken, ist aber am Ende des Versuchs immer noch zweimal höher als im 
Normalzustande. 
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Abb. 4. 


Solche Versuche, wie sie eben beschrieben worden sind, könnten dazu 
benutzt werden, um zur Analyse der Folgen der totalen Entnervung bei- 
zutragen. Zu diskutieren wären die Unterdrückung aller vasomotorischen 
Einflüsse, insbesondere der Wegfall jeder nervös bedingten Gefäßverengerung 
und das Fehlen eines eventuellen nervösen Einflusses sekretorischer Art, 
der im Falle der Niere als eine reinere Permeabilitätsregulierung ihres 
autonomen Scheidevermögens anzusehen wäre. Ein näheres Eingehen 
hierauf an dieser Stelle möchten wir uns versagen, als beide Gesichtspunkte 
angesichts des Hauptproblems unserer Arbeit zurücktreten und als beide 
vielfach als hypothetisch angesehen werden. Auf die Gefäßerweiterung 
legen weder die Anhänger der älteren sekretorischen Theorie, noch die 
Anhänger der neueren Filtrationstheorie großes Gewicht. Es sei dahin- 
gestellt, ob dies zu recht oder zu unrecht geschieht. Aber auch der An- 
hänger einer sekretorischen Beeinflussung der Niere durch nervöse Impulse 
wird angesichts der Tatsache, daß bei unseren Versuchen der mächtige 
Faktor der Elektrolyte bei Vorhandensein von mobilisierbarem Wasser 
die Hauptrolle spielt, von den hier erhaltenen Versuchsdaten keinen ent- 
scheidenden Aufschluß erwarten. Wir möchten nur bemerken, daß manche 
unserer Beobachtungen dafür sprechen, daß doch die Permeabilität der 
Niere durch die Entnervung mit Rücksicht auf die quantitativen und 
zeitlichen Verhältnisse geändert erscheint, wenn Euphyllin einwirkt. Wenn 
sich bei weiteren Untersuchungen, die in Aussicht genommen sind, noch 
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Tabel 
Versuch 15. 2. Februs 
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Versuch 17. 10. Februs 


5 | 

e e E e E 
2 8 e E E % SÉ E E = E E 2: 
S 9 E T ma E S- ei z g < T CS 
E z x T g ED T E |l € g = T g Ez 
S £ g = E a e N o 3 K = e = e 
ag E = — NZ. © Ex V E e. O TER. wä 97 
Elli lei | EI EI | 35 | 21H 
es li rl de 3 2 |° E 
salz 194 513 gI $ 32 5 + € 
d #12) Bu 214136 |%2 12 4 21 6 jË 
3 ALA DA decora e 

Z Säi 2 Si G 
| ge sr AO VERA RER, A WR 
096 10, 0216 0,0164 0,921: 0,0313 10, 052 0,011 70 77.5 
123 ¡0,0020 0,0210 0,912, 0,0402 — | ¡22.2 
,124 0,0212 0,911: 0,0405 0.000 06| — 0,045 0, 000 68 | 22,3 
‚122 ‚0,0020 0,0209 0,912, 0,0399 | 0,000 06 | — 0,046. 0,000 74 2,8 


Injektion 0,12 


5 | 10 | 3,9|0.049 0.0019' 0,0084 '0,940' 0,0163 | 0,000 06| — [0,041] 0,001 60 235 
el 10 | 6,1 0.043 0.0026 0,0074 0,943 0,0144 | 0,000 09 0,183 0,0112 0,024! 000144 293 
7| 10 | 42 0.061 0,0026 0,0104 :0.934 0,0203 | 0.000 09 0.138 0,0058 0.023 0,000 95 248 
8 10 1,9 0,103 0.0020 00176 | 0.918 0,0338 0.000 06 | — — 0,037 0,000 70 51, 
d 10 | 15,0150 0.0023! 0.0256 0.906 0.0488 | 0.000071 — | — 0,000 78 63,5 


Wirkungsweise der spezifischen Diuretica. 123 
D 
#i. Kaninchen A. 


| po s. | 
| g 3 a D > 6 e 2 
elar dola | et lo 3 leglija | |: 
CR 3 > O | © = a g 2 E 
wis ae ES IE I2 E55 Zu | $ e5 
Es Si SI lt Ez a w ch e | E ee = | Ee ER SS 
S = ` — Y — po u 
q 38,52 1 So | 81 155 Sien JEE 335 E ll SS | Eg 
KO er 25 | ¿9 (E = le 133% d A GE 
Ela, pg 2 Sé F g.. 1123 E gO 2 
Es sa | 828, |3 Eno 0535 Fa De | S8 
se IE är | 3u | Së | € Sl. BBs | E os gd 
E Ze z3 28 |S E v ol] £ g5 $ 
z oz z. Y 6) 8 y 
Gë = | == D 
| 


1183 0,508 0,3402 0,1700 0,3051 | 0,995 | 0,892 | 0, 0,1420 
Und 0,846 0,1812 0.0884 0,1620 0,517 0,430 O, 0,0512 
VH 0.858 0.1359 0,0650 0.1196 0,380 en — 
2,0530 0.859 10.1356. 0.0639 0,1179 0,374 — — 


Suphyllin intramuskulär. 


1/07 0.862! 0,1809" 0,0627 | 0,1163 |0,368 
se 0,352 0.1606/0,0784 0,1447 (0,459 
- 2,1086 0,841,0,1963 0,0750 0,1550! 0,439 PE ‚2600 75,6 


0,320 0,1730 75,718 
9 

7 

1,1130 0.887 0,2112'0,0895 0,3141 67.27 
0,2422 0,786 0, 724 8 

8 

8 


‚9'0,00147 0,001 12 0,000 35 0,0421 
0,353 0,1908 84,2 


8,9 

0,110,00249 0,002 110,000 38: 0,0302 
8.9:0.00286 0,002 16 0,000.70 0,0637 
7,0 0.002240, ‚00150 0.000 74 0,1029 
4,1 
3,6 
5,8 


J137 O 818 0,2882 '0,1346' 0,3914 73,7 
162 0817. 0.2930 0,1359 0,2448 0,794: t — |— 
21673 0815 0,3019 0,1447/0,2587 0,846. sa a 


H, 00270:0,00199:0 000 71 | O, 1032 
o — 0.001 001 — | 


u. 
821. Kaninchen B. 


| 
Sl | g 
a| S Wi S 2 13 | S 2 
ZB vE GK: en S Li gei Ca T i e E Ke 
¿nv | ge | 2) ¿o |, Sei Bi e Zu - 2 E 
Ea s3 El 5 182 6 Ef 3 Ef 3! s$ 
TER- So g ll ES |23 N a ll = < v E 23,5 E 
8 eS SE © o «2 z bi = | SCH o5 a 
KREE > N © N E ll N > © t u ES 
e a NO oz 5 a. oo | Ho o ES € Z. | =v 
54 28| XP 5% ev | 92 e OZ = o EE E cA 
ze ia| eğ | xs | x> |55) ğ Së |) gg | ap |38 
20 DS se o5 vol ı Së A E $ E $a a ES 
E Ki : he he 3 Kl el éi de a 
< 3 Jw i< E 3 KE Wé 28 c E S E al 2 
e © 3. v || dl E 5 
wn "ep de 2o be pel RB e | Pr T 
STRÉI, 0. |j ZS | 22 |2 © "| S $ 
= | $3 E ON £ 3 
EL 


= -— 


| 


0.533 0854 € 0,1546 0 0,0669 0,1233 0, 392 0,47 0,472 e 00, 6 79, 7 0,005 min 003 48. 0, 002 26 o. 1005 


0:22 0,910 0.0424 0.0012 0,0022 0,007| — 4,1 000007. — | — 
1225 0,910 0.0429 0,0013 0,0024: N 008 56; — 000007, — . — 

. 0,227: 0,999 0.0433 0,0018 0,0034/0,011 79| —  ,0,00007| — — 
Eophyllin intrarmuskulár. 

Lo 0.907 0,0456 :0,0155:0,0293 0,911 — | — ' — |64,3 0,00018] — | — 

024 0.900 '0,0558'0,0220 0,0414 0 129 0,173 (0,0935 59,17; 74,2 0 ‚000 57 0,000 34 | 0,000 23 0,0377 
0.303 0.899 0,057510 ‚0199 0,0372 0117| — | — | — |647| — Joom24 — > 
0,1538:0.875' 0,1010 0,2121 — | — | — DRAI — 000019 — , — 
0.1550 0,864 0,126910 0424 0078102%8| — | — | — |66; —  0/00019| — ¡| — 


124 G. M. Curtis u. N. F. Shambaugh: 


mehr Anhaltspunkte nach dieser Richtung ergeben würden, so spräche 
das zugunsten der Annahme, daß die spezifischen Diuretica nicht bloß die 
Gewebe, die ‚„Vornieren‘“‘, in ihrer Permeabilität beeinflussen, sondern 
auch die Nierenzellen selbst. 


In Abb. 5 und Tabelle III, sowie in Abb. 6 und Tabelle IV bringen wir 
zwei Beispiele der vollständigen Blockierung der Diurese nach Euphyllin- 
injektion durch gleichzeitige intraperitoneale Injektion von destilliertem 
Wasser mit den genaueren analytischen Einzeldaten. 
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In allen wesentlichen Punkten sind, wie aus den beiden Abbildungen 
und Tabellen klar und einer Einzelerläuterung nicht bedürftig hervorgeht, 
die Tatsachen gleich. Der Unterschied besteht überwiegend in den zeitlichen 
Verhältnissen, in dem im zweiten Versuch (Versuch 21) die Blockierung 
eine kürzere ist. Deshalb sei nur der Versuch 20, der als ein klassischer 
Blockierungsversuch bezeichnet werden darf, der Besprechung zugrunde 
gelegt. Vor jedem Eingriff sehen wir die gesteigerte Normaldiurese, die 
Folge der totalen Entnervung. Mit der Euphyllininjektion und der gleich- 
zeitigen intraperitonealen Wasserinjektion folgt ein steiler Abfall der 
abgesonderten Harnmengen, und 50 Minuten lang ist nicht bloß absolut 
keine Spur von gesteigerter Diurese, sondern die Harnabsonderung bleibt 
tief unter dem normalen Niveau. Demnach ist durch die Ablenkung der 
Elektrolyte in die Bauchhöhle nicht bloß die Euphyllinwirkung vollständig 
blockiert, sondern auch die gesteigerte Normaldiurese wesentlich herab- 
gesetzt, ein recht deutliches Zeichen dafür, wie sekundär der Einfluß der 
vermutlich bestehenden Gefäßerweiterung in der Niere ist. Die Ablenkung 
der Elektrolyte tut sich in diesem und noch mehr im zweiten Versuch an 
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der Verminderung der Blutchloride kund. Der Verlauf der Blutchlorid- 
kurven ist in diesen Versuchen ebenso genau der entgegengesetzte, wie 
derjenige bei den voraufgehenden normalen Euphyllindiuresen. Die starke 
Ablenkung der Elektrolyte in die Bauchhöhle haben wir, wie in allen unseren 
anderen Versuchen, durch die Analyse der wiedergewonnenen Bauch- 
höhlenflüssigkeit bestätigt. Mit der starken Verminderung der Harn- 
absonderung geht Hand in Hand eine Konzentrationssteigerung der Chloride 
und Achloride im Harn, die aber trotzdem nicht zu einer vermehrten 
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Gesamtausscheidung führt, vielmehr ist dieselbe ganz erheblich herab- 
gesetzt. Sobald die sekundäre Diurese einsetzt, die im vorliegenden Falle 
sehr erheblich ist, sinken die Konzentrationen, aber es besteht die Tendenz 
zur Steigerung der Gesamtmenge. Das gilt namentlich hinsichtlich der 
Phosphate und der Achloride. Die Achloridausscheidung während der 
sekundären Diurese tritt stark in den Vordergrund. Es kommen dafür 
andere Stoffe als die Phosphate in Betracht, da nach unseren Analysen 
die letzteren nicht entfernt zur Deckung des Achloridbetrages hinreichen. 


Die Aufgabe, welche wir uns in der vorstehenden Arbeit gestellt 
hatten, betrachten wir als gelöst. Es galt zu untersuchen, ob die intra- 
peritoneale Injektion von destilliertem Wasser, die uns zur Unter- 
suchung der Bedeutung namentlich der Elektrolyte des Blutes für die 
Diurese diente, nicht etwa ihren starken hemmenden Einfluß infolge 
reflektorischer Verengerung der Nierengefäße bewirkte. Dies wurde 
entscheidend durch die dauernde Aufrechterhaltung dieser Blockierung 
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Versuch 20. 21. Febrd 
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an Tieren mit total entnervten Nieren ausgeschlossen. Nach Beseitigung 
dieses Einwandes bleibt die ursprüngliche Erklärung zu Recht bestehen, 
daß die geeignete Ablenkung der Elektrolyte in ein experimentelles 
Exsudat der Bauchhöhle die Wirkung der spezifischen Diuretica aufhebt. 
Der Parallelismus zwischen Blockierung der Diurese und Ablenkung 
von Elektrolyten wurde durch die Analysen des Blutes und der Bauch- 
höhlenflüssigkeit bewiesen, und sie tat sich in den Ausscheidungs- 
verhältnissen des Harns kund. Unterbleibt nach Injektion des Euphyllins 
die gleichzeitige Wasserinjektion in die Bauchhöhle, so verlaufen alle 
von uns beobachteten und analysierten Erscheinungen der normalen 
Euphyllindiurese genau umgekehrt wie in den Blockierungsversuchen. 
Somit können wir nach dieser neuen Bekräftigung wohl mit Recht die 
Schlußfolgerung für die Erklärung der Wirkung spezifischer Diuretica 
unter normalen Bedingungen wiederholen. Die spezifischen Diuretica 
wirken, vorausgesetzt, daß mobilisierbares Wasser vorhanden ist und 
an der Mobilisierung nicht verhindert wird, und vorausgesetzt, daß die 
Nierenzellen normal sind, primär dadurch, daß sie wohl infolge Permea- 
bilitätsänderung einen rasch erfolgenden Einstrom von Elektrolyten 
verursachten. Auf diese physiko-chemische Veränderung reagiert die 
normale Niere mit der entsprechenden Absonderung. Es liegen einige 
Anhaltspunkte dafür vor, allerdings sekundärer Natur, sowohl in unserer 
wie auch in der voraufgehenden Arbeit von Raulston, dal ein spezi- 
fisches Diureticum auch die Permeabilität der Nierenzellen beeinflussen 
kann. Doch bedarf der Gegenstand noch näherer Untersuchung. 


Die sekundären Diuresen, welche wir in unseren Versuchen beob- 
achteten, beruhten auf dem Einstrom der isotonisch gewordenen Bauch- 
höhlenflüssigkeit mit dem Blute. Alle Erscheinungen der sekundären 
Diurese verliefen konform den von uns gegebenen Erklärungen. 


Es ist gelungen, die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica 
unter physiologischen Bedingungen zu erklären, ohne Zuhilfenahme 
der Annahmen der älteren sekretorischen Theorie und insbesondere 
ohne Zuhilfenahme der Annahme von Filtration und Rückresorption 
im Sinne der modernen mechanischen Theorie. Solches Gelingen 
spricht zugunsten der Auffassung einer mehr sekundären Bedeutung 
der Faktoren, auf welche die mechanische Theorie Gewicht legt. 


Zusammengefaßt ist der wesentliche Inhalt der Arbeit der nach- 
folgende: 


1. An Kaninchen mit vollständig entnervten Nieren wurde nach 
Injektion von destilliertem Wasser in die Bauchhöhle die oft unter- 
suchte starke Euphyllindiurese vollständig blockiert. Hiermit war 
ausgeschlossen, daß bei der Hemmung reflektorische Gefäßverengerung 
im Spiele sei. 
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2. Auch die über die Norm gesteigerte unbeeinflußte Harn- 
absonderung bei totaler Nierenentnervung wurde durch das Bauch- 
höhlenexsudat vermindert. 

3. Auf Grund der Analysen ließen sich alle Erscheinungen der 
Blockierung durch Ablenkung der Elektrolyte aus dem Körper in die 
Bauchhöhle erklären. 

4. Die in den voraufgehenden Arbeiten gegebene Erklärung für die 
Wirkungsweise eines spezifischen Diureticums wurde bestätigt und die 
von der älteren sekretorischen und von der neueren mechanischen 
Theorie abweichende Auffassung der Harnabsonderung unter physio- 
logischen Bedingungen gestützt. 
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IV. Mitteilung: 


Die Aufhebung der diuretischen Coffein- und Theobrominwirkung durch 
Zwischenhirnnarkose. 


Von 
Hans Molitor und Ernst P. Pick. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 30. März 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In früheren Versuchen [Molitor und Pick (1)] wurde gezeigt, daß die 
Wasserdiurese von einer Zentralstelle beherrscht wird, die in das 
Zwischenhirn zu verlegen ist; dafür spricht insbesondere die Tatsache, 
daß die Harnausscheidung durch gewisse Narkotica, welche eine be- 
sondere Einwirkung auf das Zwischenhirn besitzen, z. B. Chloreton und 
Luminal, unterdrückt wird, während andere, die vorwiegend das Groß- 
hirn betäuben, wie Paraldehyd, die Diurese unbeeinflußt lassen oder 
sogar fördern. Diese Ansicht wird außerdem weitgehend gestützt 
durch die Versuche von Mehes und Molitor (2), die durch Stich- 
verletzungen des linken medialen Hypothalamus den Eintritt der 
Pituitrinhemmung der Diurese verhindern konnten, und durch die 
klinischen Beobachtungen von Hoff und Wermer (3), daß während des 
Schlafes, in der Narkose, Hypnose und bei gewissen Gehirnerkrankungen 
die Einspritzung von Hypophysenextrakt ohne Einfluß auf die Harn- 
absonderung bleibt. Wenn auch diese letzteren Befunde streng genommen 
nur den zentralen Angriffspunkt des Hypophyseninkretes beweisen, 
so bilden sie doch gleichzeitig einen wichtigen Hinweis für eine zentrale 
Regulierung der Diurese überhaupt. 

In der Absicht, diese Annahme noch anderweitig zu stützen, 
untersuchten wir, ob die Wirkung gewisser harntreibender Mittel, 
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z. B. der Coffein- und Theobrominpräparate, durch Betäubung des 
Zwischenhirns und die damit erfolgte Ausschaltung des Diuresezentrums 
vermindert würde oder ganz ausbliebe. Gerade der Umstand, daß der 
Angriffspunkt dieser kräftigen Diuretica vornehmlich in der Peripherie 
zu liegen scheint und mithin durch die selektive Zwischenhirnnarkose 
kaum betroffen wird, schien uns die Möglichkeit zu gewähren, aus dem 
Ablauf der Diurese in Chloreton- oder Isopralnarkose genaueren Einblick 
in die Stärke und in den Ausdehnungsbereich des zentralen Einflusses 
auf die Wasserdiurese zu gewinnen. 


Im Gegensatz zu Hunden ist bekanntlich bei Kaninchen die 
diuretische Wirkung der Coffein- und Theobrominpräparate besonders 
deutlich ausgesprochen; wir untersuchten daher an diesen Tieren, ob 
die Coffein- und Theobromindiurese durch jene Narkotica beeinflußt 
werden könnte, die nach unseren Untersuchungen die Erregbarkeit 
des Wasserzentrums herabsetzen. Hierzu gehören Chloreton, Isopral, 
Luminal und die Baldrianpräparate. Als Kontrolle dafür, daß nicht die 
Narkose als solche und die mit ihr einhergehende Änderung aller Zell- 
funktionen die Ursache der eingeschränkten Harnabsonderung sei, 
diente uns Paraldehyd, das als Narkoticum mit vorwiegender Großhirn- 
wirkung bekanntlich die Diurese der Kaninchen entweder ganz un- 
beeinflußt läßt oder sogar steigert; überdies trachteten wir, immer nur 
die kleinsten, eben wirksamen Mengen der Hypnotica zu verwenden, 
Mengen, die vielfach nicht dazu ausreichten, wirklichen Schlaf herbei- 
zuführen. 


Versuche. 
1. Die Coffein- und Theobrominwirkung bei Chloretonbetáubung. 


Die Technik dieser und aller folgenden Versuche glich der in unseren 
früheren Mitteilungen beschriebenen und bestand im wesentlichen darin, 
daß nach Eingießen von 100 cem Wasser mittels Schlundsonde die 
Harnmenge normaler Kaninchen in halbstindigen Abständen durch 
Abpressen der Blase gemessen wurde. Sobald die Tiere auf gleich- 
bleibende Normalwerte eingestellt waren, wurden die gleichen Versuche 
nach Darreichung der betreffenden Schlafmittel allein sowie in Ver- 
bindung mit Coffein oder Theobromin vorgenommen. Die Mittel 
wurden teils per os gegeben, teils subkutan oder intravenös injiziert, 
um dem Einwand zu begegnen, daß die gefundenen Unterschiede durch 
Verschiedenheiten der Resorption bei den mit Schlafmitteln vor- 
behandelten Tieren bedingt wären. Der Raumersparnis wegen geben 
wir die Diuresekurven nur je eines Coffein- und Theobrominversuchs 
wieder (Abb. 1 und 2) sowie in tabellarischer Zusammenstellung die 
ausgeschiedene Harnmenge der Kaninchen in Wasserversuchen, 
Coffein- und Coffein-Chloretonversuchen (Tabelle I). 
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Tabelle I. 


Während der geichen Beobachtungszeit 
ausgeschiedene Harnmenge 


Tier 


im Coffeins 
Chloretons 
versuch 


unbehandelt im | im Coffeins 


Wasserversuch 


Mn30 60 90 120 150 180 


Abb. 1. Kaninchen Nr. 14, 1800 g Gewicht. _Abb.2. Kaninchen Nr. 18, 2000 g Gewicht. 
100 ccm Wasser (7. Mai). 100 ccm Wasser (4. Juni). 
e «o 100 ccm Wasser mit 0,4g Coffein —.———. 100 eem Wasser mit 1,5g Theo 
natr. benz. (8. Mai). bromin natr. salicyl. (25. Mai). 
---- - 100 ccm Wasser mit 0,4g Coffein ----- 100 ccm Wasser mit 1,5g Theo» 
natr. benz. und 0,5 g Chloreton bromin natr. salicyl. und 0,5g 
(11. Mai). Chloreton (26. Mai). 


Die angeführten Versuche zeigen, daß Chloreton nicht nur die 
durch Coffein erzeugte Vermehrung der Harnmenge vollständig unter- 
drückt, sondern daß die Harnsekretion selbst hinter den in der Norm 
ausgeschiedenen Werten weit zurúckbleibt. Es kann somit keinem 
Zweifel unterliegen, daß Chloreton die diuretische Wirkung des Coffeine 
und Theobromins vollständig aufheben kann. 


2. Diureseversuche mit Isopral und Luminal. 


Die Wirkung des Isoprals auf das Wasserzentrum ist viel schwächer 
als jene des Chloretons; der gleiche Wirkungsunterschied ist übrigens 
auch bei der Beeinflussung des Brechzentrums durch beide Narkotica 
zu beobachten, wie der eine von uns an Hunden zeigen konnte (4). 
Wie aus den nachfolgenden, gekürzt wiedergegebenen Versuchs- 
protokollen ersichtlich ist, wird die Diurese durch Isopral in manchen 
Fällen schon nach Darreichung von 0,06 bis 0,08 g pro Kilogramm Tier 
sehr deutlich gehemmt. In gleicher Weise kann, wie Versuch 5 zeigt, 
auch eine vollständige Unterdrückung der Coffeinwirkung mit dieser 
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Isopralmenge auftreten. In anderen Fällen jedoch, wie in Versuch 4, 
genügt wohl diese Menge, um die Steigerung der Diurese durch Coffein zu 
unterdrücken, nicht aber, um eine vollständige Hemmung herbei- 
zuführen. 
Versuchsprotokolle. 
Versuch 1. Kaninchen 41, 2200 g Gewicht, erhält: 
am 16. Juli 100 com Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
je 14, 16, 30, 20, 11 ccm; die gesamte 21%stündige Harnmenge 
mißt somit 91 cem. 
am 18. Juli 100 cem Wasser mit 0,25g Isopral; die halbstündigen 
Harnmengen betragen je 2, 3, 2, 3, 2 ccm; die gesamte 21, stündige 
Harnmenge mißt somit 12 ccm. 
Versuch 2. Kaninchen 27, 1900 g Gewicht, erhält: 
am 5. Juni 100 com Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
je 6, 5, 9, 11, 14, 7 ccm; die dreistündige Harnmenge mit somit 
92 ccm. 
am 13. Juni 100 ccm Wasser mit 0,3g Isopral; die halbstündigen 
Harnmengen betragen 3, 1, 1, 6, 12, 16ccm; die dreistündige 
Harnmenge mißt somit 39 ccm. 
Versuch 3. Kaninchen 32, 2000 g Gewicht, erhält: 
am 5. Juni 100 com Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
je 2, 6, 10, 15, 20, 11 ccm; die gesamte dreistündige Harnmenge 
mißt somit 64 ccm. 
am 13. Juni 100 ccm Wasser mit 0,5g Isopral; die halbstindigen 
Harnmengen betragen je 1, 1, 1, 1, 1, 4ccm; die gesamte drei- 
stündige Harnmenge mißt somit 9 ccm. 
Fersuch 4. Kaninchen 6, 1900 g Gewicht, erhält: 
am 25. Juni 100 ccm Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
je 2, 16, 37, 20, 10, 2ccm; die gesamte dreistündige Harnmenge 
mißt somit 87 cem. 
am 27. Juni 100 ccm Wasser mit 0,3g Isopral; die halbstündigen 
Harnmengen betragen je 2, 1, 10, 13, 13, 12 ccm; die gesamte 
dreistündige Harnmenge mißt somit 1 com. 
am 30. Juni 100 ccm Wasser mit 0,3 g Isopral und 0,4 g Coffein natr. 
benz.; die halbstündigen Harnmengen betragen je 10, 15, 14, 
20, 15, 17 ccm; die gesamte dreistündige Harnmenge mißt somit 
91 com. 


Versuch 5. Kaninchen 953, 2900 g Gewicht, erhält: 
am 30. Juni 100 ccm Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
je 15, 27, 11, 8, 3, 4 ccm; die gesamte dreistündige Harnmenge mißt 
somit 68 ccm. 
am 13. Juli 100 eem Wasser mit 0,25 g Isopral und 0,4 g Coffein natr. 
benz.; die halbstündigen Harnmengen betragen je 2, 8, 2, 2, 2, 
l cem; die gesamte «lreistúndige Harnmenge mißt somit 17 ccm. 
Die angeführten Isopralversuche sind gerade dadurch besonders 
bemerkenswert, daß sich das Isopral in den bei unseren Versuchen 
angewandten Dosen nur als sehr schwaches Schlafmittel erwiesen hat; 
keines der Versuchstiere verfiel in einen wirklichen Schlaf. Daß aber 
die antidiuretische Wirkung mancher Hypnotica völlig unabhängig ist 
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von ihrer eigentlichen Schlafwirkung, läßt sich in noch besserer Weise 
mit einem anderen Schlafmittel, dem Luminal zeigen; es gelingt mit 
diesem, bei Hunden die Diurese mit Mengen zu unterdrücken, welche 
weder Schlaf herbeiführen, noch das allgemein motorische Verhalten 
irgendwie sichtbar beeinflussen. Als Beispiele einer derartigen Wirkung 
seien im folgenden zwei von Versuchen an Blasenfistelhunden gewonnene 
Diuresekurven wiedergegeben. 


Ae 2 30 we 60 75 90 15 120 E A0 45 60 75 90 %05 120 


Abb.3. Hund „Murl“, 8500 g Gewicht. Abb. A Hund „Pudel“, 12200 g Gewicht. 
200 ccm Wasser (24. Februar). 200 com Wasser (24. Januar). 


-- --- 200 ccm Wasser mit 0,2 g Luminal. 
natrium (25. Februar). 

Die gesamte innerhalb 2 Stdn. ausgeschiedene 

Harnmenge beträgt am 24. Februar 198 ccm, 


-- -- - 200 ccm Wasser mit 0,1 g Luminal. 
natrium (28. Januar). 

Die gesamte innerhalb 2 Stdn. ausgeschiedene 

Harnmenge betragt am 27. Januar 150 ccm, 


am 25. Februar 72 cum. am 28. Januar 65 ccm. 


Beide Kurven zeigen deutlich sowohl in ihrem Verlauf wie auch 
hinsichtlich der gesamten zur Ausscheidung gelangten Harnmenge die 
diuresevermindernde Wirkung des Luminals, obwohl keines der beiden 
Tiere auch nur die mindeste Schlaf- oder Beruhigungswirkung des Mittels 
aufwies. 

3. Versuche mit Baldrian und Coffein. 

In einer früheren Mitteilung (5) wurde festgestellt, daß Baldrian 
an Hunden zentral die Harnausscheidung hemmt; infolgedessen prüften 
wir, ob auch Kaninchen diesem Beruhigungsmittel gegenüber empfind- 
lich wären. Es zeigte sich, daß das seinerzeit benutzte Baldrianinfus 
die Diurese der Kaninchen überhaupt nicht zu beeinflussen vermag, 
dagegen der Bromisovalersansdureborneolester (Valisan) die Harn- 
ausscheidung, allerdings auch erst in größerer Dosis (0,6 bis 1,5 g pro 
Kilogramm), herabsetzt; vn dieser Menge ist das Präparat imstande, 
auch die Coffeindiurese zu hemmen, wie die folgenden Protokolle zeigen. 


Versuchsprotokolle. 


Versuch 1. Kaninchen 46, 2200 g Gewicht, erhält: 
am 4. Juni 100 ccm Wasser; die halbstündigen Harnmengen betragen 
danach je 2, 26, 11, 28, 25 cem; die gesamte 21,stündige Harn- 
menge mißt somit 92 cem. 
am 13. Juni 100 eem Wasser mit 2,5 ccm Valisan; die halbstúndigen 
Harnmengen betragen danach je 2, 0,5, 0,5, 1, 1,5 ccın; die gesamte 
21,stündige Harnmenge mißt somit 5,5 com. 
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Versuch 2. Kaninchen 18, 2000 g Gewicht, erhält: 


am 4. Juni 100 ccm Wasser; die halbstindigen Harnmengen betragen 
danach je 9, 14, 21, 16, 4, 2ccm; die gesamte dreistündige Harn- 
menge mißt somit 66 ccm. 
am 8. Juni 100 eem Wasser mit 0,4g Coffein natr. benz.; die halb- 
stündigen Harnmengen betragen danach je 15, 30, 39, 20, 17, 
15 ccm; die gesamte dreistündige Harnmenge mißt somit 136 ccm. 

am 13. Juni 100 ccm Wasser mit 0,4g Coffein natr. benz. und 3g 
Valisan; die halbstündigen Harnmengen betragen danach je 
8, 17, 16, 11, 12, Beem: die gesamte dreistündige Harnmenge 
mißt somit 69 com. . 

In keinem der obigen Versuche war eine Schlafwirkung eingetreten, 
so daß das Ausbleiben der Coffeinpolyurie mit großer Wahrscheinlichkeit 
auf eine selektive Beeinflussung des Diuresezentrums zurückgeführt 
werden kann. 


4. Versuche mit Chloralhydrat und Coffein. 


Bekanntlich hat v. Schröder zu zeigen versucht, daß die diuretische 
Coffeinwirkung durch die gleichzeitige Erregung des Vasokonstriktoren- 
zentrums beeinträchtigt, ja sogar vollständig aufgehoben wird, da bei 
Herabsetzung der Empfindlichkeit dieses Zentrums durch Chloralhydrat 
oder Paraldehyd die Coffeinpolyurie deutlicher zutage tritt. Daß indes 
die Wirkung des Chloralhydrats auf das Vasokonstriktorenzentrum 
allein nicht für die Förderung der Coffeindiurese maßgebend sein kann, 
sollen die folgenden Versuche zeigen, in denen schlafmachende Dosen 
von Chloralhydrat die Coffeindiurese bei Kaninchen aufheben, wiewohl 
zweifellos das Vasokonstriktorenzentrum in seiner Empfindlichkeit 
sehr herabgesetzt worden ist. Als Beleg sei folgendes Protokoll angeführt: 

Kaninchen 47, 1800 g Gewicht, erhält am 30. Juni 100 com Wasser; 
die halbstündigen Harnmengen betragen danach je 4, 13, 14, 20, 8, 14 ccm; 
die gesamte dreistündige Harnmenge mißt somit 73 ccm. Am 2. Juli erhält 
das Tier 100 com Wasser mit 2g Chloralhydrat per os und 0,3 g Coffein 
natr. benz. subkutan; die halbstündigen Harnmengen betragen danach 
je 22, 19, 22, 13, 16, 6 cem; die gesamte dreistündige Harnmenge mißt 
somit 98ccm. Am 4. Juli erhält das Tier 100 ccm Wasser mit 4 g Chloral- 
hydrat per os und 0,3 g Coffein natr. benz. subkutan; die halbstündigen 
Harnmengen betragen danach je 1, 1, 1, 2, 2, 10 cem; die gesamte drei- 
stündige Harnmenge mißt somit 17 ccm. Das Kaninchen zeigte nach der 
Verabreichung von 2g Chloralhydrat deutliche Schläfrigkeit, nach 4g 
Chloralhy«drat verfiel es in tiefen Schlaf. 

Man ersieht, daß in Übereinstimmung mit v. Schröders Versuchen 
etwa 1 g Chloralhydrat pro Kilogramm das Eintreten der Coffeindiurese 
nicht hemmt, während am gleichen Tier die doppelte Chlorhydrat- 
menge, die sicher das Vasokonstriktorenzentrum noch unerregbarer 
macht, nicht nur die Coffeinwirkung aufhebt, sondern eine aus- 
gesprochene Harnsperre erzeugt. Wir schließen aus diesem und ähnlichen 
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Versuchen, daß Chloralhydrat in kleinen Dosen nur deswegen eine 
Förderung der Coffeindiurese hervorruft, weil es in diesen Mengen nur 
eine Großhirnrindennarkose und damit eine Enthemmung des Zwischen- 
hirns erzeugt, während es in größerer Menge schon eine Narkose auch 
des letzteren und damit auch des Wasserzentrums bewirkt. Als weiterer 
Beweis dieser Auffassung können die im folgenden mitgeteilten Par- 
aldehydversuche dienen. 


Versuche mit Paraldehyd. 


Ähnlich wie Chloralhydrat verhält sich in bezug auf die Coffein- 
diurese auch die Paraldehydnarkose, welche als vorwiegende Großhirn- 
narkose keine Hemmung des im Hirnstamm gelegenen Diuresezentrums 
bewirkt. Daher sieht man, daß der Paraldehydschlaf, wenn er nicht 
allzu. tief ist, mit einer Polyurie einhergeht, welche durch Enthemmung 
des Wasserzentrums von den Großhirnreizen entsteht. Es ist daher er- 
klärlich, daß Coffein im Paraldehydschlaf gut wirken wird, da es bei 
einem bereits enthemmten Zentrum die für die Hydrämie nötigen 
Flüssigkeitsmengen leichter aus den Gewebsdepots wird mobilisieren 
können; dagegen wird in einer Schlafnarkose, welche durch Kombination 
des Großhirnnarkoticums Paraldehyd mit dem Hirnstammnarkoticum 
Chloreton erzeugt wird, die Coffeindiurese ausbleiben müssen, da dann das 
Wasserzentrum ausgeschaltet ist und trotz des diuretischen Reizes des 
Coffeins keine Flüssigkeit in die Blutbahn abgegeben werden kann. 
Die in der Tabelle II angeführten Versuche bestätigen völlig diese 


Annahme. 
Tabelle II. 


| Während der gleichen Beobachtungszeit ausgeschiedene Harnmenge 
L E O Te ¡A NACO 


Tier Gewicht 


, i im Coffeins 

Paraldehyd» Chl 
gege oretons 
versuch 


im im 
Wasserversuch Coffeinversuch : 
l 


Nr. ' g | ccm 
! 
11 | 1900 
945 i 2000 
46 2200 
33 1700 
39, 3400 


Zusammenfassung. 


Die vorstehende Tatsache, daß die Coffein- und Theobromindiurese 
durch kleine, zur Gesamtnarkose ungenügende (Gaben von Chloreton, 
Isopral, Luminal und Baldrian aufgehoben werden kann, ist ein neuer- 
licher und deutlicher Hinweis auf die überragende Wichtigkeit des im 
Zwischenhirn (regio hypothalamica) gelegenen Diuresezentrums für den 
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Ablauf des gesamten Wasserwechsels. Da die genannten Zwischen- 
hirnnarkotica schon in Mengen die Coffeindiurese aufheben, welche 
keine Allgemeinnarkose herbeiführen und die direkte Einwirkung 
auf eventuelle periphere Coffeinangriffspunkte, wie Gewebe und Niere, 
so gut wie ausschließen, ist das Ausbleiben der Diurese in unseren 
Versuchen darauf zurückzuführen, daß trotz des diuretischen — 
sei es nun auf die Niere oder auf die Gewebe gerichteten — Coffeinreizes 
die zum Einsetzen der Harnflut nötigen Vorbedingungen, wie die 
Wasser- und Salzmobilisierung in den Geweben, ausbleiben; denn durch 
die Zwischenhirnnarkose wird das Diuresezentrum ausgeschaltet und 
dadurch der sonst auf jeden adäquaten Reiz (in unserem Falle auf 
Coffein) einsetzende Wasser- und Salzaustausch zwischen Geweben 
und Blut lahmgelegt. Die Verstärkung der Coffeinwirkung durch 
Paraldehydschlaf oder durch Darreichung von Chloralhydrat in Mengen, 
welche nur Großhirnnarkose bewirken, findet ihre Erklärung in der 
dabei erfolgten Enthemmung des Zwischenhirns. Ähnlich wie bei den 
Sherringtonschen Pseudoschmerzreflexen sonst wirkungslose Berührungen 
nach Wegfall der Großhirnhemmung starke Reaktionen auslösen, 
wird auch das enthemmte Diuresezentrum auf diuretische Reize viel 
leichter und nachhaltiger ansprechen als das normale, ständig durch 
Großhirnimpulse gedämpfte. Daß bei einem Zusatz von Chloreton zum 
Paraldehyd und dadurch bewirkter Ausschaltung des Diuresezentrums 
die Coffeinwirkung ebenso ausbleibt, wie nach Chloreton allein, bedarf 
nach dem Vorstehenden keiner weiteren Erklärung. Die Tatsache, daß 
selbst so wirksame Diuretica, wie Coffein und Theobromin, deren 
Angriffspunkte nicht zentral, sondern peripher in der Niere oder in 
den Geweben gesucht werden, nicht mehr imstande sind, nach Be- 
täubung des Zwischenhirns Harnflut zu bewirken, weil der Austausch 
von Flüssigkeit zwischen Geweben und Blut gestört ist und daher 
trotz des gleichgebliebenen Reizes auf die Gewebe die Abgabe von 
Flüssigkeit unterbleibt, scheint uns einer der stärksten Beweise für das 
Bestehen einer übergeordneten zentralen Diureseregulation zu sein. 
Neben dieser Bestätigung früher erhobener Befunde über die Bedeutung 
der zentralen Regulation des Wasserwechsels geben uns die vor- 
stehenden Versuche aber auch die Möglichkeit, über den Angriffs- 
punkt der diuretischen Wirkung des Theobromins und des Coffeins 
selbst einige Erwägungen anzustellen. Bisher wurde dieser aus- 
ausschließlich in die Peripherie verlegt; der Umstand aber, daß die 
Coffeindiurese nach Narkose des Diuresezentrums regelmäßig ausbleibt, 
könnte ungezwungen auch damit erklärt werden, daß dieses Zentrum 
selbst, dessen überragende Bedeutung für den Wasserwechsel feststeht, 
in gleicher Weise, wie es nach unseren Versuchen und neuen klinischen 
Beobachtungen von Hoff und Wermer (3) den unmittelbaren Angriffs- 
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punkt des diuresevermindernden Pituitrins darstellt, auch zum Teil 
jenen der diuresefördernden Purinderivate bildet. Die Entscheidung 
darüber, ob in Chloretonnarkose die Wirkung eines Diureticums deshalb 
ausbleibt, weil dem peripher angreifenden Mittel das zur Entfaltung 
der Wirkung nötige Wasser vom Zentrum nicht zur Verfügung gestellt 
wird, oder weil dem zentral angreifenden Mittel sein Angriffspunkt 
durch die Narkose entzogen wurde, wird sich nur schwer treffen lassen. 
Immerhin muß bei dem bisherigen Fehlen zwingender Nachweise einer 
rein peripheren diuretischen Coffeinwirkung die Möglichkeit eines 
zentralen Angriffspunktes auch in Betracht gezogen werden, zumal für 
andere, die Harnabsonderung beeinflussende Mättel ein solcher bereits 
einwandfrei nachgewiesen worden ist. 


Schlußsätze. 


1. Die Coffein- und Theobromindiurese der Kaninchen kann durch 
kleine, nicht schlafmachende Mengen von Chloreton und Isopral unter- 
drückt werden; in gleicher Weise wirken gewisse Baldrianpräparate in 
größerer, wenn auch noch nicht schlafmachender Menge. 

2. Luminal vermag in kleinen, nicht narkotischen Gaben die 
Wasserdiurese des Hundes zu hemmen. 

3. Chloralhydrat fördert in kleinen, jedoch bereits narkotischen 
Mengen (Großhirnnarkose) die Coffeindiurese; in größeren, tiefe Narkose 
(Zwischenhirnnarkose) erzeugenden Gaben hebt es dieselbe auf. 

4. Paraldehyd als Großhirnnarkoticum fördert durch Ent- 
hemmung des Diuresezentrums die Coffeindiurese; gleichzeitige Dar- 
reichung von Paraldehyd und Chloreton hebt die Coffeindiurese voll- 
ständig auf. 

5. Die vorstehenden Versuche zeigen, daß die Wirkung selbst 
der stärksten harntreibenden Mittel, wie der Körper der Purinreihe, 
maßgebend von dem Erregungszustand des in der medialen regio 
hypothalamica gelegenen Diuresezentrums abhängt. 
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(Eingegangen am 31. März 1927.) 


1. Richtlinien der Untersuchung. 


Im Verlauf von Untersuchungen, die in Verfolgung stoffwechsel- 
physiologischer Ziele in Angriff genommen worden waren, kam es uns 
darauf an, den Arginingehalt gewisser Proteine und Organe mit 
möglichster Genauigkeit festzustellen. Dabei wandte sich unsere 
Aufmerksamkeit naturgemäß Kossels neuer Flaviansäuremethode zu, 
welche einen sehr erfreulichen Fortschritt der Eiweißchemie darstellt. 
Dieselbe beruht darauf, daß das Arginin mit der Flaviansäure oder 
Dinitro-Naphtholsulfosäure 

OH 


HSO,—/ N NNO 


NZ Y 
NO, 


eine sehr schwer lósliche, schón kristallisierende Verbindung eingeht. 
Die Bestimmung des Arginingehalts eines Proteins erfolgt nun in der 
Weise, daß nach erfolgter Säurehydrolyse bei schwachsaurer Reaktion das 
flaviansaure Arginin gefällt und auf einem Goochtiegel gesammelt wird!). 

Diese für die Argininbestimmung in reinen Eiweißkörpern an- 
gegebene Methode hat sich uns bei der Analyse solcher auch vollkommen 


1) A. Kossel und R.Gross, Sitzungsber. d. Akad. Heidelberg 1923; 
Abstr. Physiol. Congr. Edinburgh 1923; Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 
167, 1924; A. Kossel und F. Curtius, ebendaselbst 144, 283, 1925; A. Kossel 
und W. Staudt, ebendaselbst 156, 270, 1926; vgl. auch A. E. Pratt, Journ. 
of biol. Chem. 67, 351, 1926. 
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bewährt. Beim Versuch, dieselbe unmittelbar auf die Analyse von 
Organen zu übertragen, ergaben sich aber gewisse Schwierigkeiten. 
Wir gingen so vor, daß wir die Organe der totalen Salzsäurehydrolyse 
unterwarfen, die Salzsäure durch wiederholte Vakuumdestillation nach 
Möglichkeit beseitigten, den in Wasser aufgenommenen Rückstand mit 
Natronlauge bis zu schwach saurer Reaktion neutralisierten und sodann 
mit Flaviansäure auszufällen versuchten. Es stellte sich aber heraus, 
daß unter diesen Verhältnissen die Flaviansäure, wie leicht verständlich, 
nicht nur in stark verunreinigter Form ausfiel, sondern daß die Fällung 
unter Umständen auch eine sehr unvollständige war, ja zuweilen sogar 
ganz ausblieb. Es ergab sich sonach, daß in derartigen Organhydro- 
lysaten, auch wenn man für die Beseitigung hoher Fettsäuren und 
ähnlicher grober Verunreinigungen Sorge trägt, Substanzen auftreten 
können, welche einer quantitativen Fällung von flaviansaurem Arginin 
entgegenwirken. Ähnliche Erfahrungen machten wir auch einmal, als 
wir in einem käuflichen, stark gefärbten Präparat von gepulvertem, 
wenig reinem Leim, das zu Fütterungszwecken dienen sollte, den 
Arginingehalt zu bestimmen versuchten; die erwartete Fällung von 
flaviansaurem Arginin nach der Salzsäurehydrolyse blieb hier voll- 
ständig aus. 

Derartige Erfahrungen haben uns nun bestimmt, die Methode von 
Kossel und Gross in einer abgeänderten Form anzuwenden: Das Arginin 
wurde mit der Phosphorwolframsäurefraktion niedergeschlagen und aus 
dieser mit Baryt in üblicher Weise in Freiheit gesetzt. Da es sich aber 
herausgestellt hat, daß es bei Verarbeitung kleiner Analysenquanten 
praktisch sehr schwierig ist, bei dieser Zerlegung Verluste zu vermeiden, 
gingen wir nun weiter, um diese auszuschalten, so vor, daß wir, in der 
Basenfraktion, die durch Zerlegung des Phosphorwolframsäurenieder- 
schlages gewonnen worden war, mit möglichster Genauigkeit (stets 

Arginin-N 
Gesamtbasen-N 
bestimmten. Das war um so genauer möglich, da das aus der Basen- 
fraktion mit Flaviansäure gefällte Arginin stets in schönen goldgelben 
Kristalldrüsen ausfiel, offenbar schöner, reiner und oft wohl auch 
vollständiger als aus der Mehrzahl unserer Salzsáurehydrolysate!). 


wurden Doppelbestimmungen ausgeführt) die Relation 


1) Hydrolysiert man reine Proteinsubstanzen, wie dies Kossel und 
Gross mehrfach getan haben, statt mit Salzsäure mit Schwefelsäure, so 
dürfte dieser Unterschied weit weniger ins Gewicht fallen, da bei Beseitigung 
der Schwefelsäure mit Baryt die überaus voluminösen Niederschläge von 
Bariumsulfat nicht nur Melanine, sondern auch andere die Kristallisation 
der Flaviansäure verzögernde Substanzen mitreißen. Nun ist es, wie 
bekannt, keineswegs leicht, sondern nur durch besondere Sorgfalt und 
zeitraubende Prozeduren möglich, bei dieser Arbeitsart Verluste zu ver- 
meiden, weswegen wir die Salzsäurehydrolyse entschieden vorgezogen haben. 
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Da wir uns nun aber nicht darauf verlassen konnten und wollten, 
bei der Zerlegung des Phosphorwolframsäureniederschlags Verluste 
vermieden zu haben, gingen wir nun weiter so vor, daß wir im ursprüng- 
lichen Salzsäurehydrolysat den Basen-N möglichst genau ermittelt 
haben (etwa nach Osborne und Harris). Aus der wie oben gefundenen 
Relation Arginin-N: Gesamt-N wurde nun weiter berechnet, wieviel 
von diesem Gesamt-Basen-N tatsächlich als Arginin-N gewertet werden 
durfte. 

Es ist dies nun freilich ein Umweg, der sich uns aber beim Arbeiten 
mit Organhydrolysaten sehr bewährt hat, weshalb wir ihn mit Rücksicht 
auf die schönen und vertrauenerweckenden Argininflavianatkristalli- 
sationen, die dabei zutage traten, späterhin meist auch bei der Arginin- 
bestimmung in reinen Proteinen, wo er gewiß nicht unerläßlich ist, 
bevorzugt haben. 

Wir gehen nunmehr zu der Beschreibung unserer an reinen Proteinen 
und Geweben gemachten Erfahrungen über. Wir haben die Gelegenheit 
weiterhin auch benutzt, um uns über die Frage, ob man berechtigt sei, 
bei der amyloiden Entartung eine Anreicherung der Gewebe an Arginin 
anzunehmen, zu orientieren. Anhangsweise sei die Frage erörtert, ob 
die bisher bekannten Farbenreaktionen des Arginins, insbesondere 
diejenige von Sakaguchi sowie die Diacetylreaktiin eine ausreichende 
Basis bieten, um eine kolorimetrische Bestimmung darauf gründen 
zu können. 


II. Methodische Versuche an Gelatinepräparaten. 


Versuch A. !/,kg reiner Gelatine wurde mit 1 Liter konzentrierter 
HCl unter Rückflußkühlung 16 Stunden lang gekocht. Die Salzsäure 
wurde durch Vakuumdestillation unter wiederholtem Wasserzusatz möglichst 
beseitigt; der dunkelgefärbte Rückstand wurde in wenig Wasser gelöst und 
mit 50 g Flaviansäure in 15%, wässeriger Lösung mehrere Wochen lang 
stehengelassen. Es kam zu einer massenhaften Abscheidung braungelber, 
derber Krusten von undeutlich kristallinischer Struktur. Dieselben, ab- 
genutscht, chlorfrei gewaschen und kurze Zeit bei 100° getrocknet, ergaben 
57,1g eines braunen Pulvers, woraus sich (Molekulargewicht des Arginin- 
flavianats 174 + 314 = 488) eine Ausbeute an Rohprodukt entsprechend 
20,3 g Arginin ergibt. 

Unter Berücksichtigung des hohen Wassergehalts (15,39%) dieses 
Leimes würde sich daraus eine Ausbeute von 9,4%, Arginin ergeben, 
übereinstimmend mit dem sich aus Umrechnung der Analysenzahlen 
von Kossel und Gross ergebenden Werte von 9,4%. 

Zum Zwecke der Identifizierung des Arginins wurde die Rohfállung 
von flaviansaurem Arginin in Ammoniak leicht und vollständig gelöst und 
die Flaviansäure mit Barytwasser ausgefällt. Das argininhaltige Filtrat 
wurde mit Kohlensäure gesättigt, eingeengt, filtriert, das Filtrat (unter 
Tüpfelung gegen Barytwasser) mit einem UberschuB von Silbernitrat 
versetzt und mit einem Überschuß von Barytwasser das Argininsilber als 
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hellgelbbrauner Niederschlag ausgefällt. Dieser wurde mit Wasser barytfrei, 
dann mit Alkohol und Äther gewaschen. Die Ausbeute lufttrocken betrug 
38,5 g, was etwa 15,2 g Arginin entspricht*). Das Silbersalz wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Schwefelsilber mit Salpetersäure 
genau neutralisiert und zum Sirup eingeengt. Dieser erstarrte bei Winter- 
kälte sehr schnell zu einem harten, aus Nadeln und Blättchen bestehenden 
Kristallkuchen von Argininnitrat (Ausbeute 14g). Dieses wurde aus 
Alkohol umkristallisiert und durch N-Bestimmung?) identifiziert. 

Gef.: N = 28,00%, berechnet für neutrales Argininnitrat C,H, NO; 
.HNO,.% H,O N = 28,45, für saures Argininnitrat C,H„NO,. 2HNO, 
N = 28,04 (nach H. Steudel in Abderhaldens Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 7, 
S. 218, 1923). 


Zum Vergleich wurden einige Versuche mit reinem Argininnitrat 
(von Roche, Basel) angestellt. 

Eine Menge davon, entsprechend 0,0312 g freien Arginins wurde 
mit einem Überschuß 15%, wässeriger Flaviansäurelösung gefällt. 
Der Niederschlag bestand aus zierlichen goldgelben rhombischen 
eingedellten Blättchen. Das Gewicht derselben, auf einem Goochfilter 
gesammelt, betrug gewogen 0,0876 g statt berechnet 0,0889 g. 

Die Verbindung entspricht also tatsächlich der molekularen 
Relation 1 Mol Arginin: 1 Mol Flaviansäure. 

Eine Beimengung der leicht in Wasser lóslichen Flaviansáure zu 
einer Fállung ist mikroskopisch ohne weiteres leicht kenntlich, insofern 
dasselbe in feinen Nadeln von gelber Farbe kristallisiert, die sich zu 
länglichen Prismen und Stáben aneinander lagern. Eine auf 0,1% 
verdünnte Lösung von Argininnitrat ergab erst nach etwa 5 Stunden 
eine Fällung. 

Versuch B. 20g eines Gelatinepráparats mit HCl, 1,17 spezifisches 


Gewicht, 20 Stunden hydrolysiert und weiter wie oben verarbeitet, ergab 
eine Argininausbeute von nur 5,7%, also einen viel zu niedrigen Wert. 

Versuch C. Ein Präparat stark gefärbten, gepulverten Leimes, das 

zu Fütterungszwecken dienen sollte, wurde mit Salzsäure hydrolysiert und 

in gleicher Weise wie Versuch A behandelt. Hier blieb die Flaviansäure- 

fällung, die offenbar durch Verunreinigungen gehemmt wurde, vollständig aus. 

Versuch D. 50 g reiner käuflicher Gelatine hydrolysiert; drei Portionen 

des Hydrolysats ergaben auf wasserfreie Substanz umgerechnet, Ausbeuten 

8,2%, 8,8%, 9,4%. : 

Versuch E. 50 g Gelatine wurden mit HCl hydrolysiert, das Hydrolysat 

durch Vakuumdestillation unter zweimaligem Wasserzusatz von der Haupt- 

menge von Salzsäure befreit, der Rückstand sodann in Wasser gelöst. 

Die Lösung wurde in aliquote Teile geteilt. In einem derselben ergab die 


1) Berechnet auf ein Gemisch gleicher Teile von 
CH. Ag: N0: e H,O e e e œ Ag = 53,15% 

C,H,ı Ag: N,O; e H,O a e o o Ag = 63,00 0 

2) Kjeldahl nach Jodlbauer (Treadwell, Analyt. Chem., 10. Aufl., 1922, 

S. 56), mit Zusatz von Phenolschwefelsáure, Zinkstaub und Platinchlorid. 


| Mittel 58%, 
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direkte Fällung mit Flaviansäure eine Ausbeute von 8,2%. In einem anderen 
Teile wurde die Basenfraktion mit Phosphorwolframsäure ausgefällt, 
der auf der Nutsche abgetrennte Niederschlag in heißem Acetonwasser 
(4 Aceton : 3H,O) vollständig gelöst; die tiefbraune Lösung durch Baryt- 
wasser von P W S, das Filtrat mit H, SO, von Ba befreit. Das klare, hellgelbe 
Filtrat wurde mit Natronlauge alkalisch, mit Essigsäure sauer gemacht, 
stark eingeengt, schließlich mit Flaviansäure ausgefällt. Die Kristallisation 
erfolgte in schönen goldgelben Drusen und Fächern. Ausbeute 7,5%. 

Eine Menge von 2g dieses Flavianats wurde in Ammoniak gelöst; die 
Lösung mit Baryt von Flaviansäure, mit CO, von Ba befreit und kjeldahli- 
siert. Der N-Gehalt eıgab als Arginin berechnet, 0,68g Arginin. Die 
Berechnung für 2,00 g ergab (x: 2,00 = 174: 488) 0,71 g Arginin; demnach 
ausreichende Übereinstimmung zur Kontrolle der Reinheit! 

Versuch F. 12,5g Leim mit HCl hydrolysiert und HCl im Vakuum 
beseitigt. Das zu schwach saurer Reaktion neutralisierte Filtrat (130 ccm) 
mit einer heißen Lösung von 3 g Flaviansäure in 30 cem H,O versetzt. Der 
ausfallende amorphe, dunkle, melanoidinhaltige Niederschlag heiß ab- 
filtriert. Das Filtrat in einer flachen Schale in den Brutofen gestellt. Sehr 
bald begann die Kristallisation des Flavianats; neben drusigen Aggregaten 
rhombische Táfelchen mit abgestumpften Ecken. Ausbeute 9,7%. 


"Versuche G und H. Zwei in analoger Weise durchgeführte Versuche 
mit je 9,00 g reiner Gelatine heiß gefällt mit je 30 ccm Flaviansáure, 10%, 
Ausbeute an goldgelbem Flavianat auf dem Goochtiegel: 
a) 2,4235 g 
b) 2,3870 g 
entsprechend (x: 2,405 = 174 : 488) 0,855 g Arginin für 9 g Leim, d. i. 9,59%. 


| 2,405 g flaviansaures Arginin, 


Die so gewonnenen Werte stimmen sehr gut mit denjenigen von 
Kossel und Gross überein, die für den Argininstickstoff nach dem 
Flaviansäureverfahren = 16,45%, nach dem Silberbarytverfahren 
= 15,87 % des Gesamt-N der Gelatine gefunden haben. Umgerechnet 
für Gesamt-N der Gelatine = 18,5%!) ergibt dies einen Argininwert 
von 9,4%. Sakaguchi (s. unten) findet nach seinem kolorimetrischen 

Verfahren (Arginin-N = 15,2% des Gesamt-N) 9,3%, Arginin. 


IH. Arginingehalt einiger Proteine. 
A. Hämoglobin. 


2 Liter Pferdeblutkörperchen wurden mit Hilfe der Zentrifuge 
mit physiologischer Kochsalzlösung wiederholt sorgfältig gewaschen, 
schließlich in Wasser gelöst, die Lösung mit Ammonsulfat halb ge- 
sättigt, filtriert und das Filtrat zur Kristallisation gebracht. Die Kristalle 
wurden aus halbgesáttigter Ammonsulfatlösung umkristallisiert, das 
schön kristallisierte Präparat wurde schließlich mit heißem Wasser 
sulfatfrei gewaschen. Ausbeute 225 g. 

Wir teilen die Analyse als Beispiel unserer Arbeits- und Berechnungs- 
weise in ihren Einzelheiten mit: 


1) Biochem. Handlex. 4, 182. 
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25 g des Práparats wurden mit der vierfachen Menge konzentrierter 
HCl vollkommen hydrolysiert; es wird sodann zehnfach mit Wasser ver- 
dünnt und die durch PWS fällbare Fraktion vollkommen niedergeschlagen. 
Nach Stehen über Nacht wurde der Niederschlag auf der Nutsche ab- 
getrennt, mit PWS und H,SO,-haltigem Wasser sehr gut gewaschen 
(was wichtig ist!), sodann durch Verreiben mit Ätzbaryt in der Kälte zerlegt, 
das Filtrat durch H,SO, von Ba unter Vermeidung eines größeren Über- 
schusses befreit und schließlich auf 800 ccm aufgefüllt, derart, daß 32 ccm 
der Basenfraktion einem Gramm Hämoglobin entsprachen. Dieselbe wurde 
nunmehr in vier Fraktionen geteilt, von denen je zwei zu Parallelbestim- 
mungen dienten: 


&) 320 ccm entsprechen 10g Hämoglobin 


b) 320 „ er 10 g » 
c) 32 „ » lg » 
d) 32 » » 1 g Wé 


Aus a) und b) wurde nunmehr bei schwach saurer Reaktion das Flavianat 
ausgefällt, das sich in schönen goldgelben Kristalldrusen ausschied. Nach 
eintágigem Stehen wurde auf Glasgoochtiegel (Schott, Jena) filtriert, mit 
10% flaviansaurer Lösung, dann mit Alkohol und Ather gewaschen, nach 
Trocknung bei 100° zur Wägung gebracht. 

a) 0,762 

b) 0,750 
x = 0,0867 Molekulargewicht des Argininflavianats. 

0,0867 g Argininstickstoff, entsprechend 320 cem der Basenfraktion. 

Nun wurde weiterhin in den beiden kleinen Fraktionen c) und d) der 
Gesamtstickstoff der Basenfraktion nach Kjeldahl ermittelt. 

c) ergab 0,0342 |) 0,0342 g Gesamtbasen-N für 32ccm der Fraktion 

d) ,„ 0,0342 oder 0,3420 g N für 320 ccm der Basenfraktion. 

In der Basenfraktion entfielen sonach 25,4%, des Gesamt-N auf Arginin 

(y : 100 = 867 : 3420; y = 25,4). 

Es ging aber nun nicht etwa an, daraus einfach das Arginin zu be- 
rechnen. Das wäre nur dann möglich, wenn bei der Zerlegung des Phosphor- 
wolframsáureniederschlags durch sorgfáltiges Auswaschen des Barium- 
phosphorwoframats und wiederholtes Verreiben mit neuen Portionen 
Barytwassers alle Verluste vermieden worden wären, was keineswegs der 
Fall war. 

Wir mußten daher erst durch einen weiteren Hydrolysen-Doppel- 
versuch genau durch Kjeldahlbestimmung feststellen (nach Osborne und 
Harris, jedoch ohne gesonderte Abtrennung des NH,-N), wieviel durch 
Phosphorwolframsäure fállbaren Gesamt-N lg Hämoglobin tatsächlich 
liefert. Es ergab sich so für 1 g Hämoglobin Gesamtbasen-N entsprechend 

&) 40,3 | 
b) 40,7 | 
d.i. für 100g Hämoglobin 5,67 g Gesamtbasen-N. 

Wir wissen nun aber bereits, daß vom Gesamtbasen-N 25,4°, auf 
Arginin entfallen, d. i. 1,44%, Arginin-N 
(2: 5,67 = 25,4: 100, z = 1,44). 
und endlich, da Arginin 32,18%, Stickstoff enthält: 

Arginingehalt = 4,88%. 


| 0,756 g Argininflavianat, entsprechend (x : 0,756 = 56: 488); 


40,5 cem n/10 N oder 0,0567 g N, 
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Wir müssen nur noch eine Bemerkung hinsichtlich der Behandlung 
jenes Stickstoffs beifügen, des sogenannten ‚Amidstickstoffs‘‘, der in 
den Hydrolysaten als Ammoniak auftritt. Wir haben denselben nicht 
abgetrennt, er ist sonach sowohl in unseren Werten für Gesamtbasen-N 
enthalten, als auch in der aus dem zerlegten Phosphorwolframsäure- 
niederschlag gewonnenen Fraktion!). Dort, wo wir die Werte für 
Gesamtbasen-N nicht selbst bestimmt, vielmehr der Literatur ent- 
nommen haben, mußten wir logischerweise die Summe von ,,Amid-N 
+ Diamino-N“ einsetzen. | 

Eine weitere Hämoglobinanalyse, ausgeführt mit einem käuflichen 
Präparat, ergab einen genau übereinstimmenden Wert von 4,38°%%. 

In der Literatur findet sich diesbezüglich eine Angabe von Abder- 
halden?), der aus 100g kristallisiertem Oxyhämoglobin nach Kossels 
altem Verfahren 5,2%, Arginin als Nitrat erhalten hat. E. Fischer und 
Abderhalden erhielten aus Globin 5,42 o". 


B. Fibrin und Wittepepton. 


Die Analyse eines Fibrinpräparats nach obigem Verfahren ergab 
6,92%, Arginin. In der Literatur finden sich Angaben von Brunner) 
mit 7,4% und von Sakaguchi mit 7,3%. Eine ältere Angabe von Lock 
und Thomas5) lautet niedriger: 5,52 %. 


Für Wittepepton, das aus Fibrin durch Pepsinverdauung gewonnen 
wird, ergab die «direkte Fällung des Hydrolysats ohne Umweg über das 
Phosphorwolframat in guter Übereinstimmung 6,86 und 7,10°,. In der 
Literatur finden sich für verschiedene Albumosen Angaben ®), die zwischen 
5,5 bis 7,7% schwanken. 

Wir analysierten ferner eine Basenfraktion aus Wittepepton, die in der 
Weise gewonnen worden war, daß 100 g Wittepepton mit Salzsäure hydro- 
lysiert und daraus die PWS-Fraktion abgeschieden und mit Baryt zerlegt 
worden war. Es fanden sich dann aber nur 6% Arginin. 


C. Serumalbumin und Serumglobulin. 


Die Analyse von Präparaten, die durch Ammonsulfat fraktioniert, 
koaguliert und sulfatfrei gewaschen worden waren, ergab hier nach dem 
PWS-Verfahren auffallend hohe Werte, 6,10 und 6,06°,. Analysenwerte 
von Lock und Thomas und Sakaguchi schwanken zwischen 4,5 bis 4,7%. 


1) Die kleinen, unvermeidlichen N H,-Verluste durch spontenes Ab- 
dunsten beim Verreiben des PW S-Niederschlags mit Barytwasser glaubten 
wir vernachlässigen zu dürfen. 

2) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 412, 1902,03. 

3) E Fischer und Abderhalden, ebendaselbst 86, 268, 1902. 

1) Angabe in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1, 696. 

5) K. Lock und K. Thomas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 84, 1913. 

6) Levene, van Slyke und Birchard, Journ. of biol. Chem. 8, 269; 10, 
57, 1911. | 
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Wir halten unsere Werte einer weiteren Untersuchung für bedürftig, da 
wir den der Berechnung zugrundeliegenden Basen-N-Wert aus älteren 
Analysen (Hausmann, Gümbel) übernommen haben (Summe von Amid-N 
und Diamino-N). Angesichts des relativ hohen NH,-N würde es sich hier 
künftig empfehlen, den NH,-N aus der PWS-Fraktion vor der Flaviansáure- 
fällung mit Magnesia zu beseitigen, was aber wiederum vorher die Be- 
seitigung von Mg erfordern dürfte. 


D. Hammarstensches Casein. 


Auch hier ergab der Umweg über die PWS-Fällung etwas höhere 
Werte als die direkte Fällung: 5,2%, gegenüber Kossel und Gross 4,41 %, 
(umgerechnet). Auch hier könnte der hohe Gehalt an ,,Sáure-Amid-N** 
(nach Osborne und Harris 1,61 %,) vielleicht einen zu hohen Argininwert 
vorgetäuscht haben. 


E. Ovalbumin und Oroglobulin. 


Die Präparate wurden durch fraktionierte Ammonsulfatfällung 
gewonnen. 

Für Ovalbumin fanden wir 5,96%, Arginin. Einen ähnlichen Wert 
hat Sakaguchi mitgeteilt: 6,07%. Im Ovoglobulin fanden sich 4,12% 
Arginin. 

F. Legumin (Merck). 

Das Präparat, das als Beispiel eines pflanzlichen EiweiBkórpers 
nach dem PWS-Verfahren analysiert wurde, ergab einen hohen Arginin- 
wert von 11,40°,, in sehr guter Übereinstimmung mit den Analysen 
von Osborne und Weyl: Legumin aus Erbsen 11,7 %, aus Wicken 11,4% 
Arginin. Auch andere pflanzliche Proteine sind bekanntlich durch einen 
hohen Arginingehalt ausgezeichnet. So fanden Kossel und Gross (um- 
gerechnet, 24,9%, des Gesamt-N, dieser angenommen mit 18,7%) in 
Edestin 13.7%, Schulze und Winterstein in Eiweiß aus Kiefernsamen 
10.99, Arginin. 

G. Keratin. 

Die Analyse von Hornspänen ergab 4,68%, Arginin. Einen ähnlichen 
Wert hat Argyris!) in Steudals Laboratorium bei Analyse von Roßhaaren 
erhalten, während Abderhalden und Vortinovici?) im Hammelhorn nur 
2,10%, Keil?) im Schildpatt 3,4%, gefunden hatten. 


H Fibroin und Sericin. 


Fibroin (gewonnen durch dreimaliges Auskochen von Rohseide 
mit heißem Wasser, je 2 Stunden) ergab 1,52%, Arginin. E. Fischer 


1) Argyris, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 86, 1907. 

2) Abderhalden und Voitinovici, ebendaselbst 52, 348, 1907. 

3) Keil (Laboratorium von Ackermann), Ber. d. deutsch. chem. (es. 
59, 2812, 1926. 
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und Skila!) hatten seinerzeit die Menge des Arginins aus der nach 
Kossel abgeschiedenen Silberverbindung (C¿H,¿N¿03 . HNO,. AgNO,) 
mit 1%, berechnet. Vergleicht man diesen Wert mit dem Mittelwert 
der Tyrosinanalysen im Fibroin von O. Fürth und A. Fischer?) = 10,7 %, 
so ergibt sich (Molekulargewicht des Tyrosins = 181, des Arginins 
— 174), daß im Fibroin auf je 1 Molekül Arginin 6 bis 7 Moleküle 
Tyrosin entfallen dürften. 

Im Sericın oder Seidenleim dagegen haben die kürzlich veröffent- 
lichten Analysen von N. Alders?) nach der PWS-Modifikation einen 
Arginingehalt von 4,30°%, ergeben gegenüber 6,0°%, Tyrosin. Hier 
entsprechen 7 Tyrosinmoleküle anscheinend 5 Argininmolekülen. Das 
Sericin ist also sehr viel argininreicher als das Fibroin. In guter Über- 
einstimmung damit hatte Türck*) nach dem Vorgange von Kossel 
und Kutscher 4,56%, Arginin erhalten. 


I. Nucleoproteid aus Pankreas 


wurde nach Salkowskis Vorgange durch wiederholtes Auskochen von 
11 kg ganz frischer, fein gehackter Pankreasdrüse vom Rinde mit 
Wasser und Fällung des Filtrats mit Essigsäure erhalten — allerdings, 


/ 


wie gewöhnlich bei diesem Vorgang, in sehr schlechter Ausbeute (91, g). 
Die Analyse ergab einen Arginingehalt von 10,0%, gegenüber einem 
Gehalt der ganzen Trockensubstanz des Rinderpankreas (s. unten) von 
8,8%,. Wird nach Auskochen mit Wasser das Auskochen der Drüse mit 
stark verdünnter Sodalösung fortgesetzt, so gehen große Mengen 
eines argininreichen Proteins in Lösung und es hinterbleibt schließlich 
ein noch immer sehr reichlicher Gewebsrückstand, der nur mehr 6,0%; 
Arginin enthält. Die Relation LLENEN _ 46,39, ist da ab 

rginin enthält. Die ation <= amtbaseníN ~ 463% ist da aber 
noch dieselbe wie im Nucleoproteid (45,5 %,). 


Wir haben schließlich versucht, aus den schönen goldgelben Nieder- 
schlägen von Argininflavianat, die wir bei obigen Analysen auf Glasfilter- 
tiegeln gesammelt hatten, das Arginin zu isolieren. Dem Vorgang von 
Pratt folgend (l.c.), wurden 20 g davon in 200 eem H,SO, 10%, in der 
Wärme gelöst. Die Lösung erfolgte ziemlich langsam und spärliche dunkel- 
orangerote Körner blieben ungelöst zurück. Die Lösung wurde nunmehr 
zum Zwecke der Beseitigung der Flaviansäure dreimal mit normalem 
Butylalkohol ausgeschüttelt, wozu !/, Liter davon erforderlich war. Doch 
blieb die Lösung noch immer gelb gefärbt. Es wurde nunmehr gesättigtes 
Barytwasser zugesetzt, bis eine Tüpfelprobe auf Phenolphthaleinpapier 
sich eben rötete, nach Einleiten von CO, abgesaugt und das gelbe Filtrat 


1) E. Fischer und E. Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 223, 1902. 
2) O. Fürth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 22, 1904. 

3) N. Alders, ebendaselbst 188, 46, 1927. 

4) Türck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 70, 1920. 
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eingeengt. Der resultierende (im wesentlichen aus kohlensaurem Arginin 
bestehende) orangegelbe Sirup erwies sich nicht kristallisationsfähig. 
Derselbe wurde nunmehr in Wasser gelöst, die Lösung mit Salpetersäure 
sehr genau gegen empfindliches Lackmuspapier neutralisiert, Y, Stunde 
mit Tierkohle gekocht, wobei vollständige Entfärbung erfolgte, und zum 
Sirup gedampft; zunächst keine spontane Kristallisation. Nach Impfung 
mit einigen Kristallen von Argininnitrat erstarrte es sehr schnell und voll- 
standig zu einer schneeweißen, undurchsichtigen Masse. Ausbeute an 
Argininnitrat 7,0 g, entsprechend 5,2 g Arginin; (die theoretische Ausbeute 
wäre 7,1 g Arginin gewesen). 


IV. Arginingehalt einiger normaler und amyloidhaltiger Organe. 


Bei der Argininbestimmung in Organen haben wir stets den Umweg 
über die PWS-Fällung eingeschlagen, da wir zu wiederholten Malen 
bei dem Versuch, die von Salzsäure durch Vakuumdestillation größten- 
teils befreiten und neutralisierten Hydrolysate direkt mit Flaviansäure 
zu fällen, entweder gar keine oder nur eine unvollständige Arginin- 
fällung erzielt hatten (so bei der Analyse von Hundemuskeln, Hunde- 
leber und eingesalzener Heringsmilch). Nebenbei bemerkt, kann auch 
ein hoher Kochsalzgehalt der Hydrolysate das Auskristallisieren des 
Argininflavianats stören! 


Unsere Resultate sind aus beifolgender Tabelle zu ersehen. 


Tabelle II. 
Zerlegte Phosphor» | 
wolframsáures 
| fraktion | Arginin-N 
tags | Arginin: [| Diamino-N || Arginin«N Gesamts Diamino+N 
Basen»N | ArgininsN 
(gefunden) (getunden) 
9 | lo 9 g | g | Din 
Pankreas (Rind) . | 879 | 604 | 283 | 0250 0,117 | 468 
Muskel (Rind) 5,65 498 | 182 | 0.2537 | 0.0927 | 365 
Lunge (Kalb). .. | 5,25 4,39 | 1,69 | 0,8882 | 0,0878 || 36,9 
Mensen, [Niere 648 | 436 | 208 | 00597 | 0.0285 | 47,7 
normal” „Leber . 7,35 4.90 | 2,37 | 0.0622 | 0,030 48,3 
Ia, | 714 | 482 | 230 | 00801 | 0,0382 | 47,7 
Mensch, [Niere . | 6,72 437 | 217 || 0.0632 | 0.0314 | 49,7 
amyloide /Leber . , 8,07 | 471 j 260 | 0,0795 | 0.0438 | 55.1 
Degeneration | Milz. . | 7.49 | 500 | 241 | 00746 | 00350 ' 47,7 


Die Größenordnung unserer Werte stimmt mit denjenigen von Eckstein 
überein, der im aa nach Kossel und Gross (umgerechnet) 
kürzlich etwa 8% Arginin gefunden hat!). 


Nach einem ganz anderen Prinzip hat kürzlich Th. Cohn?) gearbeitet, 
indem er den Arginingehalt von Hundemuskeln normal und nach Ischiadicus- 


1) H. C. Eckstein, Journ. of biol. Chem. 67, 600, 1926. 
*) Theophile Cohn, These Strasbourg. Degenerescence musculaire. 
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durchschneidung verglich. Das Arginin der Hydrolysate wurde durch 
Arginaseferment gespalten und der entstandene Harnstoff mit Urease 
bestimmt. Er fand in 100 g feuchten Muskeln etwa 0,4%, Arginin-N. Es 
entspricht dies etwa 1,2% Arginin im feuchten und 6% im trockenen 
Muskel, was mit unserem Werte von 5,65 °%, bestens übereinstimmt. 

Osborne und seine Mitarbeiter!) fanden im Muskel des Huhnes 6,50 °,,, 
eines Fisches 6,34%, der Jakobsmuschel 7,38%, Arginin. Weiss?) im 
Laboratorium Kossels im Muskeleiweiß des Lachses 5,67 %. 

Auffallend niedrig sind im Vergleich zu den unsrigen die Werte von 
Wakeman?), der nach Kossel-Kutscher-Patten in 100 g normaler, trockener 
Hundeleber nur 3,2 bis 3,6%, Arginin gefunden hatte. Wir haben das Hydro- 
lysat einer Hundeleber nach Beseitigung der abdestillierbaren Salzsäure 
heiß mit überschüssiger Flaviansäure gefällt, den dunkelgefärbten, aus 
Melaninen und Fettsäuren bestehenden Niederschlägen heiß abfiltriert. 
Das gelbe Filtrat gab erst nach mehrstündigem Stehen eine Kristallisation 
entsprechend 4,9% Arginin. Die Abweichungen könnten vielleicht in 
Verschiedenheiten des Fettgehalts ihre Erklärung finden. 


Amyloidhaltige Organe. 


Um über die Frage ins klare zu kommen, ob die amyloide Entartung 
von Organen mit einer Veränderung ihres Arginingehalts vergesell- 
schaftet sei, haben wir Versuche in folgender Art ausgeführt: Niere, 
Leber und Milz wurden im normalen Zustande und im Zustande hoch- 
gradiger amyloider Degeneration miteinander bei durchaus gleich- 
artigem Vorgange verglichen. Das normale Material wurde uns vom 
gerichtlich-medizinischen Institut von Fällen gewaltsamen Todes 
normaler Individuen, das Amyloidmaterial vom pathologisch-anatomi- 
schen Institut im frischen Zustande beigestellt, wofür wir den Herren 
Prof. Haberda, Mesxner, Maresch und C. Sternberg zu Danke verpflichtet 
sind. Das fein zerkleinerte Material wurde am Wasserbad getrocknet 
und fein gepulvert. Bei jedem Organe wurde, um Mittelwerte zu er- 
zielen, das von drei Fällen herrührende Material gemischt. Die in der 
Tabelle angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus gut übereinstimmenden 
Doppelbestimmungen. 


C. Neuberg*) hat seinerzeit einen Fall von Leberamyloid nach dem 
Verfahren von Kossel und Kutscher analysiert und in dem Präparat den 
auffallend hohen Wert von 13,9% Arginin gefunden. Es schien dies auf 
eine Zugehörigkeit des Amyloids zu den basischen Eiweißstoffen hin- 
zudeuten. 


1) Osborne mit Heyl und Jones, Amer. Journ. of Physiol. 22, 433, 1908; 
23, 81, 1908; 24, 161, 1909. 

2) F. Weiss, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 107, 1907. 

3) A.J. Wakeman (Laboratorium von Kossel), Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 44, 339, 1905. 

4) C. Neuberg, Verh. d. d. pathol. Ges. 1904, S. 19. 
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Auch Jackson und Pearce!) fanden den „Diamino-N“ in amyloid- 
entarteten Lebern merklich erhöht. Sodann hat Mayeda?) in Kossels 
Laboratorium in Milzamyloidprotein 7,7%, in Leberamyloidprotein 7,9% 
Arginin gefunden und weiter auch Verdauungsversuche mit Amyloidorganen 
angestellt und die Produkte fraktioniert. Er gelangte zu der Annahme, „daß 
der Hexonbasengehalt der die Amyloidsubstanz der Leber bildenden 
Proteinstoffe der gleiche ist wie in normalen Organen. Die Überein- 
stimmung ist eine sehr auffallende. Auch die Proteinstoffe der Amyloidmilz 
weichen nicht erheblich von diesen Zahlen ab. Jedenfalls ist kein Grund 
vorhanden, einen histonartigen oder basenartigen Charakter des Amyloid- 
proteins anzunehmen“. 


Weiterhin hat Eppinger einen Amyloidtumor aus dem Leberparenchym 
bei 40° getrocknet und zerkleinert und analysiert; er enthielt 14,74% 
Gesamt-N, dieser enthielt 14,7% Arginin, 0%, Histidin und 4,3% Lysin. 
Eppinger meint, die Substanz sei von ziemlich basischem Charakter. Die 
Umrechnung ergibt aber 6,7%, Arginin auf die Trockensubstanz des Tumor- 
wertes und steht unserem Normalwert für menschliche Leber (7,35%) 
sehr nahe. 


Der Vergleich unserer Werte für normale und amyloide Organe 
(s. die Tabelle) ergibt geringe Differenzen zugunsten der Amylordorgane 
in bezug auf den Arginingehalt, so daß wir denselben keinen Wert 
beilegen können. Wir glauben daher, daß, wenn in manchen Fällen eine 
Anhäufung von Arginin im amyloid degenerierten Lebergewebe gefunden 
worden ist, dieselbe nicht als für den Amyloidprozeß charakteristisch 
anzusehen, sondern auf andere Ursachen zurückzuführen ist. Es sei 
aber darauf hingewiesen, das nach Jackson und Pearce (l. c.) offenbar 
regressive Metamorphosen verschiedener Art mit einer Anreicherung 
an Arginin und Histidin einhergehen können. 


Versuche zur kolorimetrischen Argininschätzung. 


Verfahren von Sakaguchi. 


Kürzlich hat Sakaguchi?) interessante Mitteilungen über eine neue 
Farbenreaktion der Proteine, die durch ihren Arginingehalt bedingt ist, 
gemacht, ebenso wie auch über Versuche mit Hilfe dieser Farbenreaktion 
den Arginingehalt von Proteinen zu ermitteln, berichtet. Es handelt sich 
um eine intensive Rotfärbung, die eintritt, wenn man eine Eiweiß- oder 
Argininlösung mit Natronlauge alkalisch macht und (unter Einhaltung 
bestimmter Vorschriften) ein wenig alkalischer Naphthollösung, sowie einige 
Tropfen Natriumhypochlorit hinzufügt. Für die Eiweißkolorimetrie emp- 
Dellt, der Autor etwa folgendes Schema: 5cem 1°, Eiweißlösung + 2 cem 
15%, NaOH + Beem 0,15% Naphthollösung + 0,3n NaOCl, variierend 
zwischen 1,0 bis 2,8 cem, auszutasten. Die Probe wird in kaltes Wasser 
(2,4°) eingelegt. Nach 40 Minuten und nachdem das Maximum der Färbung 


1) H. C. Jackson und R. M. Pearce (Albany), Journ. of exper. Med. 
9, 520, 1907, vgl. diesbezüglich Mayeda, Le, Fußnote 8. 482. 

2) M. Mayeda, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 468, 1908/09. 

3) S. Sakaguchi, Tokyo Journ. of Biochem. 5, 95, 133, 1925. 
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eingetreten ist, wird auf 250 ccm verdünnt und kolorimetriert, wobei ein 
Eiweißkörper von bekanntem Arginingehalt, etwa das Edestin, nach analoger 
Behandlung als Standard dient. Es handelt sich um eine Reaktion des 
substituierten Guanidinkomplexes im Arginin. So soll die Guanidinessigsáure 
angeblich den Farbstoff 

NO Cio Oe 

C(NH) NOC oH, 
NNH—CH, 
COOH 

liefern!). 

Wir haben uns in zahlreichen zeitraubenden Versuchen mit reinen 
Argininlösungen und Eiweißlösungen bemüht, festzustellen, inwieweit die 
Reaktion strengeren Anforderungen der Kolorimetrie entspricht, insoweit 
und unter welchen Bedingungen die gebildete Farbstoffmenge der Menge 
des vorhandenen freien oder gebundenen Arginins wirklich proportional 
sei. Wir haben alle Variabeln, Argininmenge, Alkalikonzentration, Naphthol- 
menge und Natriumhypochlorit mannigfach variiert, wir haben das Alkalı 
auch ganz weggelassen, die alkoholische Naphthollösung durch eine alkalische 
ersetzt, wir haben versucht, den Hypochloritüberschuß durch Thiosulfat 
zu beseitigen; wir haben das Naphthol durch Lösungen von 1,4- und 
1, 5-Naphtholsulfosäure ersetzt und dergleichen mehr. Es wäre zwecklos, 
die Versuche eingehend wiederzugeben. Wir haben insbesondere die Neben- 
farbe, welche die Reagenzien an und für sich produzieren, störend emp- 
funden, vor allem aber die Labilitát des Produkts, das durch einen Hypo- 
chloritüberschuß zerstört wird, und die Störungen, welche durch die Reaktion 
des Hypochlorits mit anderen Eiweißbestandteilen bedingt sind, fest- 
gestellt. Es handelt sich hier um einen Prozeß mit allzuvielen undefinierten 
Variabeln. Vor allem erscheint uns das Austasten der optimalen Hypo- 
chloritmenge schwierig. Dort, wo man den Arginingehalt eines Proteins 
annähernd bereüs kennt, also zur Ergänzung eines anderen Bestimmungs- 
verfahrens, kann das Verfahren bei richtiger Anwendung sicherlich richtige 
Werte liefern; wir möchten ihm also keineswegs seinen Wert absprechen. 
Aber dort, wo man einem Protein von völlig unbekanntem Arginingehalt 
gegenübersteht, ist es uns zum mindesten nicht gelungen, es so anzuwenden, 
daß wir unserer Resultate einigermaßen sicher gewesen wären. Vielleicht 
werden andere mehr Glück haben! Eher könnten wir uns vorstellen, daß 
eine annähernde, schnelle Schätzung des Arginingehalts eines Proteins 
derart möglich wäre, daß man die Reaktion immer nach einem bestimmten 
Schema ausführt und die Probe so lange verdünnt, bis Probe und die sehr 
stark verdünnte Standardlösung übereinstimmen. Doch fehlen uns dies- 
bezüglich die nötigen Erfahrungen. 


Diacetylreaktion. 


Schon vor längerer Zeit hatte Walpole?) eine Methode der direkten 
Bestimmung von Kreatin im Harn mit Hilfe einer Farbenreaktion des 


1) Demgegenüber hat kürzlich Poller in Ackermanns Institut fest- 
gestellt (Klin. Wochenschr. 6, 237, 1927), daß die beiden Naphtholgruppen 
auf die beiden Aminogruppen des Guanidins verteilt sind. Die Reaktion 
tritt nur dann ein, wenn an den beiden Aminogruppen noch mindestens 
je ein H frei ist. 

2) G. St. Walpole (Wellcome Research. Labor.), Journ. of Physiol. 41, 
301, 1911. 


Arginingehalt einiger Proteine und Organe. 153 


Diacetyls CH,.CO.CO.CH, angegeben. Dieselbe ist dann von A.Harden 
und D. Norris!) zum Nachweis von Arginin in Proteinen empfohlen worden. 
Diese Reaktion wird z. B. mit einer Argininlösung in der Weise angestellt, 
daß Leem einer 0,259, Argininlósung mit 0,5cem n KOH gemischt, mit 
Wasser auf 5 ccm verdünnt und mit 0,05 ccm einer frisch bereiteten Diacety]- 
lösung versetzt wird. Man erhält so eine schöne violette Reaktion. Außer 
Kreatin, Arginin und argininhaltigen Proteinen geben auch Substanzen 
wie das Agmatin und die Guanidinessigsäure die Reaktion, nicht aber das 
Kreatinin und das Methylguanidin?). 

Wir haben auch mit dieser Reaktion zahlreiche Versuche ausgeführt, 
um sie zu kolorimetrischen Zwecken zu verwerten, ohne zum Ziele zu 
gelangen. Ein Vorteil dieser Reaktion gegenüber der von Sakaguchi ist 
immerhin der Umstand, daß die Zahl der Variabeln nicht so groß ist. 
Dennoch fanden wir auch diese Reaktion für kolorimetrische Versuche 
wenig geeignet. Das Reagens ist sehr labil und muß oft neu bereitet werden?). 
Bei alkalischer Reaktion macht sich eine sehr störende braune Nebenfarbe 
unangenehm bemerkbar, welche die eigentliche Reaktion überlagert. 
Sáuert man mit Essigsäure an, so schwächt sich zwar die Nebenfarbe stark 
ab und die Hauptfarbe erscheint schön goldgelb, ist aber leider sehr ver- 
gänglich. Dieser Umstand verbietet Serienversuche, die unerläßlich wären, 
um die jeweilig erforderliche optimale Menge an Diacetylreagens aus- 
zutasten, von dem ein relativer Überschuß die Farbe verblassen macht. 


Zusammenfassung. 


1. Bei dem Versuch, das von Kossel und Gross für die Arginin- 
bestimmung in reinen Proteinen ausgearbeitete Flaviansäureverfahren, 
das auf der Fällung der Base als schwer lösliches, schön kristallisierendes 
Argininflavianat beruht, auf die Argininbestimmung in Organen zu 
übertragen, ergaben sich Schwierigkeiten, insofern manche Organ- 
hydrolysate Substanzen enthalten, welche das Ausfallen der Verbindung 
hindern können. Wir haben dieselben durch eine Modifikation des Ver- 
fahrens umgangen. Dieselbe beruht darauf, daß man in dem Hydro- 
lysat einerseits den durch Phosphorwolframsáure fällbaren basischen N 
bestimmt, andererseits aber in der durch Zerlegung des PWS-Nieder- 
schlags gewonnenen Basenfraktion durch Flaviansäurefällung feststellt, 
ein wie großer Anteil des Basen-N auf Arginsn-N entfällt. Durch ent- 
sprechende Umrechnung ergibt sich dann der Arginingehalt des Organs. 


1) A. Harden und D. Norris, Journ. of Physiol. 42, 331, 1911. 

2) Vgl. H. Steudel in Abderhaldens Arbeitsmethod., Teil 1, Abt. 7, 
S. 211. 

3) Wir gingen dabei derart vor, daß wir je 1 g Diacetyldioxim (Kahl- 
baum) mit 100 ccm Wasser und 20 cem konzentrierter H, SO, destillierten. 
Bei 100° traten gelbgrünliche Dämpfe im Kühler auf und eine gelbe, intensiv 
riechende Flüssigkeit geht über. Nachdem etwa 30 ccm Wasser über- 
gegangen sind, scheint die Destillation beendigt zu sein. Wir setzen sie 
aber noch fort, bis im ganzen genau 50 cem übergegangen waren, und be- 
nutzten das so gewonnene Produkt als Reagens. 
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Wir haben diese Modifikation, bei der sich das Flavianat immer sehr 
rein und vollständig in Form goldgelber Kristalldrusen abscheidet, auch 
vielfach bei der Analyse reiner Proteine verwertet. 


2. Es wurde der Arginingehalt einer Anzahl von Proteinen ermittelt. 
Wir fanden so in der Gelatine 9,0%, im Hämoglobin 4,4%, im Fibrin 
und Wittepepton 7,09%, im Serumalbumin und -globulin 6,1%, im 
Casein 5,2%, im Ovalbumin 6,0%, im Ovoglobulin 4,1 %,, im Legumin 
11,4%, im Hornkeratin 4,7 %,, im Fibroin 1,5%, im Sericin 4,3 %, im 
Nucleoproteid aus Pankreas 10,0%. 

3. Die Analyse einiger menschlicher und tierischer Organe ergab 
Arg'ninwerte, die für menschliche Niere, Leber und Milz zwischen 
6,5 bis 8,1% lagen (s. Tabelle II). 


4. Beim Vergleich des Arginingehalts male und amyloid- 
enlarteter Organe ergab sich kein wesentlicher Unterschied. 


5. Die von Sakaguchi empfohlene kolorimetrische Methode, die 
auf einer bei alkalischer Reaktion mit Naphthol und Natriumhypo- 
chlorit auftretenden Rotfärbung beruht, kann zur Unterstützung 
anderer Bestimmungsmethoden dienen. Dort aber, wo der Arginin- 
gehalt eines Proteins auch nicht annähernd bekannt ist, halten wir das 
Verfahren für wenig verläßlich. Die Farbenreaktion des Arginins mit 
Diacetyl fanden wir nicht geeignet, um die Grundlage für ein Be- 
stimmungsverfahren zu liefern. 


Die Verteilung des Sauerstoffs auf einzelne Organe 
nach Versuchen an angiostomierten Hunden. 


Von 
E. S. London und L. M. Rabinkowa. 


(Aus der Abteilung für allgemeine Pathologie am Institut für experimentelle 
Medizin zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. März 1927.) 


A. Loewy hat als erster die Gase des Blutes untersucht, das von 
verschiedenen inneren Organen bei angiostomierten Hunden!) abfließt. 
Die Resultate seiner Analysen sind in einer kollektiven Schrift in Pflügers 
Archiv veröffentlicht worden?). Die Analysen von A. Loewy hatten 
die spezielle Aufgabe, die in dem Gasbestande des Blutes durch das 
Höhenklima hervorgerufenen Veränderungen zu verfolgen. 

Veranlaßt durch diese Forschungen, deren dankbare Zeugen wir in 
Davos waren, beschlossen wir, die Frage nach der Teilnahme der ver- 
schiedenen Organe am Gaswechsel auf eine breite experimentelle Basis 
zu stellen, indem wir uns nebenbei derjenigen Versuche bedienten, 
die in unserem Laboratorium an angiostomierten Tieren für die ver- 
schiedensten Zwecke angestellt werden. Wir beabsichtigen, den Gas- 
wechsel der einzelnen inneren Organe unter allen möglichen physio- 
logischen und pathologischen Bedingungen zu erforschen. 

Die Aufgabe, die wir uns zunächst gestellt haben, besteht darin, 
aufzuklären, ob aus dem arteriellen Blute eine gleiche Portion Sauer- 
stoff zur Verfügung verschiedener innerer Organe gelangt, oder aber 
ob irgend ein besonderes, gewissermaßen ein Rationssystem besteht, 
nach welchem diese Verteilung erfolgt, und außerdem, ob sich die 
Sauerstoffverteilung in Abhängigkeit vom nüchternen oder gesättigten 


1) E. S. London, Die erweiterte angiostomische Methodik. Abder- 
haldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Ergänzungsband, Abt. V, Teil 4, 
S. 192], 1927. 

2) Emil Abderhalden, Nina Kotschneff, E. S. London, A. Loewy, Lubow 
Rabinkowa, Georg Roske, Ernst Rossner und Ernst Wertheimer, Wirkungen 
des Hóhenklimas auf den tierischen Organismus. Pflügers Arch. 216, 
362, 1927. 
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Zustande des Organismus ändert. Unter gewissermaßen künstlichen 
Bedingungen sind diese Fragen schon mehrfach studiert worden!). 

Durch das Gesagte wird die Anordnung der Versuche bestimmt: 
das Blut wurde gleichzeitig aus dem zum gegebenen Organ hinfließenden 
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Blute entnommen — aus dem arteriellen Blute für alle Organe mit 
Ausnahme der Leber, für welche das Blut aus der Pfortader verwandt 
wurde — und aus dem vom Organ abfließenden Blute. Sollte die Ver- 
änderung der Sauerstoffabgabe des arteriellen Blutes unter dem Ein- 
fluß irgend eines äußeren Faktors verfolgt werden, so verglichen wir 
eine vorher entnommene Blutportion mit einer Blutmenge, die nach 
einer solchen Anwendung entnommen wurde. Die zu vergleichenden 
Blutproben wurden in Barcroftsche Differentialmanometer gebracht 
und der Unterschied der Sättigung mit Sauerstoff bestimmt, der 
in Volumprozenten ausgedrückt wird. Diese Zahl charakterisiert die 
Verarmung an Sauerstoff des durch das Organ hindurchgeflossenen 
Blutes. 


Es sind elf Hunde untersucht worden. Drei von denselben hatten 
eine Pfortaderkanüle, drei andere hatten außer der Pfortaderkanüle 
noch eine Lebervenenkanüle, bei einem war eine Kanüle auf der V. pan- 
creatico-duodenalis, bei zwei Hunden je eine Kanüle auf beiden Nieren- 
venen und endlich bei zwei Hunden auf der Milzvene. 

Alle auf diese Weise gewonnenen Zahlen sind in beifolgender 
Tabelle zusammengestellt, aus welcher auch alle Einzelheiten der 
Versuche ersichtlich sind. | 

Aus den gewonnenen Daten lassen sich folgende Schlüsse ziehen: 

1. Das Pfortaderblut sowohl als auch das Nierenvenenblut, das 
Milzvenenblut und das Blut aus der V. pancreatico-duodenalis ist 
während der Verdauung ärmer an Stickstoff als im nüchternen Zustande. 

2. Durchleitung von Aminosäuren durch die Leber verursacht eine 
Verarmung des dieselbe durchströmenden Blutes an Sauerstoff. 


3. Die rechte Nierenvene enthält nicht dieselbe Menge Sauerstoff 
wie die linke. 


Eine Mikroharnstoffbestimmung im Harn ohne Urease. 


Von 
Walther Laubender. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 9. Ant, 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Mangel an Sojabohnenmehl und Schwierigkeiten in der Beschaffung 
des Präparats in der Kriegs- und Nachkriegszeit, sowie spezielle Be- 
dürfnisse, auf die weiter unten eingegangen wird, haben uns veranlaßt, 
auf den älteren chemischen Spaltungsmethoden fußend, eine einfache 
Mikromethode für die Bestimmung des Harnstoffsim Harn auszuarbeiten, 
die gegebenenfalls die Ureasemethode zu ersetzen vermag. 

Es waren bekanntlich im wesentlichen zwei Wege, die die früheren 
chemischen Methoden eingeschlagen hatten, um zu einer möglichst 
exakten Bestimmung des Harnstoff-Stickstoffs im Harn zu gelangen: 
der eine!) bestand darin, den gesamten Nichtharnstoff-Stickstoff durch 
Fällung zu entfernen, worauf die Aufschließung des Harnstoffs mit 
beliebig eingreifender Methode — beispielsweise durch Kjeldahlisierung 
— erfolgen konnte. Dieser Weg hat in der Kritik keine sehr günstige 
Beurteilung erfahren?), weil es nicht gelänge, die quantitative Scheidung 
zwischen Harnstoff- und Nichtharnstoff-Stickstoff, durch welches 
Fällungsmittel auch immer, in exakter Weise zu erreichen. Der andere 
Weg bestand darin, daß man ohne vorherige Trennung die Bedingungen 
ausfindig zu machen suchte, unter denen nur die Spaltung des Harnstoffs 
erfolgte, während die übrigen Stickstoffverbindungen im wesentlichen 
intakt blieben. Das Ergebnis dieser Bemühungen lautete dahin, daß 
bei einer Temperatur von 150 bis 160°C und saurer Reaktion in ver- 
hältnismäßig kurzer Zeit eine vollständige Spaltung des Harnstoffs 


1) Pflüger und Bleibtreu, Pflügers Arch. f. d. ges. Phys. 88, 575; 44, 78; 
Mörner und Sjögvist, Skand. Arch. f. Phys. 2, 438, 1891. 

2) Salaskin und Zaleski, Zeitschr. f. phys. Chem. 28, 73, 1897; Camerer 
und Söldner, Zeitschr. f. Biol. 88, 227, 1899. 
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zu erzielen sei, ohne daß die übrigen Stickstoffverbindungen Not litten. 
Die exakteste auf dieser Erkenntnis sich aufbauende Methode besteht 
in der Erhitzung des zu analysierenden Harns im zugeschmolzenen 
Rohr oder im Autoklaven bei saurer Reaktion auf 150°C für 1 bis 
2 Stunden!). Der Aufwand an Apparatur bei dieser Methode aber hat 
ihrer allgemeinen Ausbreitung im Wege gestanden, und man hat sich 
bemüht, die oben geschilderten Bedingungen auf einfachere Weise zu 
erreichen. Von den in dieser Richtung unternommenen Versuchen 
kann wohl Folins Magnesiumchloridmethode?) als diejenige gelten, 
die das Problem in einfachster Weise gelöst hat. 


Wie sich im folgenden zeigt, läßt sich diese Methode auch in den 
Dienst der Mikroanalyse des Harnstoffs im Harn stellen und gibt 
speziell bei pharmakologisch -toxikologischen Untersuchungen be- 
friedigende Resultate. 


I. Die zur quantitativen Zersetzung des Harnstoflfs 
geeigneten Bedingungen. 


Folins?) Methode der Harnstoffspaltung mittels Magnesiumchlorid 
benutzt die Eigenschaft dieses Salzes, in seinen 6 Molekülen Kristall- 
wasser bei 160 bis 165% C zu sieden, um die für die Zersetzung des Harn- 
stoffs innerhalb kurzer Zeit notwendige Temperatur auf bequeme 
Weise festzuhalten. Nun bewirkt der Zusatz des Harns und der Salz- 
säure notwendigerweise zunächst eine Siedepunktsdepression des Ge- 
misches. Diese wird dadurch behoben, daß durch längeres Erhitzen das 
Gemisch Wasser verliert. Als Indikator für die Erreichung des kritischen 
Punktes gab Folin ursprünglich?) ein ,zischendes Geräusch der rück- 
fallenden Tropfen“ und später?) einen Temperaturindikator in Gestalt 
von Jod-Chlor- Quecksilber im zugeschmolzenen Glasröhrchen an. Es 
ist begreiflich, daß dieses Vorgehen nicht die Konstanz der Bedingungen 
sichert, die für die Mikroanalyse gefordert werden muß. 


Wir haben deshalb zunächst untersucht, in welcher Weise der 
Siedepunkt des in seinem Kristallwasser siedenden Magnesiumchlorids 
vom Wasserzusatz abhängt. 


Die Versuche wurden so angestellt, daß wir in derselben Apparatur, 
die wir später für die Analysen verwandten, durch einen seitlich an- 
geblasenen Tubus ein Thermometer einführten und in Einzelversuchen 
die Abhängigkeit des Siedepunkts des Magnesiumchlorids vom Wasser- 
zusatz feststellten. 


1) Henriques und Gammeltoft, Skand. Arch. f. Phys. 25, 153, 1911. 

2) O. Folin, Zeitschr. f. phys. Chem. 32, 504, 1901. 

3) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 5 (1), 286; O. Folin, 
Journ. of biol. Chem. 11, 507, 1912. 
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Aus der Temperaturkurve (Abb. 1) ergibt sich, daß gerade in der in 
Betracht kommenden Temperaturzone der Verlauf der Kurve am steilsten 
ist, d. h. daß gerade hier der geringste Wasserzusatz einen sterken Abfall 
der Temperatur bewirkt: 0,1 cem Wasser pro 5,0 g Magnesiumchlorid läßt 
die Temperatur im Anfangsbereich um etwa 3,4% C sinken, während beispiels- 
weise bei 142% C dieselbe Wassermenge nur mehr eine Depression von 1,2% C 
bewirkt. Die gemessenen Temperaturen wurden 
in dem von uns gewählten, mit Rückflußkühler 
versehenen System nach etwa 10 bis 15 Minuten 
erreicht und hielten sich weitere 15 bis 20 Mi- 
nuten fast konstant. 


Diese Versuche wiesen den Weg zur Er- 
reichung absolut gleichmäßiger Zersetzungs- 
bedingungen. Folgende Umstände waren zu 
berücksichtigen: 


1. Konstante Zusammensetzung des zur 
Verwendung kommenden Magnesiumchlorids. 


Da das kristallwasserhaltige Magnesium- 

com H0 pro 509r Marie chlorid (MgCl,.6H,O) eine außerordentlich 

Abb. 1. hygroskopische Substanz ist, muß das Präparat 

dauernd im Exsikkator in einer flachen Schale 

über Phosphorpentoxyd aufbewahrt werden. Es verliert dabei inner- 

halb weniger Tage nicht wesentlich an Kristallwasseı. 

2. Beschränkung der zuzusetzenden Flüssigkeitsmenge auf 0,3 ccm, 
entsprechend einer Siedepunktsdepression von etwa 10°C. 

Bei Benutzung dieses Präparats wurde mit ziemlicher Gleichmäßigkeit 

der Siedepunkt von 172°C in unserem System erreicht, so daß bei einem 


Flüssigkeitszusatz von 0,3 ccm mit großer Regelmäßigkeit eine Temperatur 
von 160 bis 165°C sich einstellte. 


II. Die Ausarbeitung der Methode. 


Die Mikroanalyse des Harnstoffs mit Hilfe des Magnesiumchlorids 
besteht aus drei Etappen, die im gleichen 100-ccm-Kjeldahlkolben vor- 
genommen werden: 


1. Die Verdampfung der zur Analyse kommenden Flüssigkeit 
zur Trockne. 

Wir benutzten dazu Destillation im siedenden Wasserbad bei 
12 bis 20 mm Druck (s. Abb. 2a). Die Zuhilfenahme des Vakuums ist 
im Interesse der Zeitersparnis und der schonenden Behandlung des 
Materials notwendig. Wir nahmen fast stets eine Flüssigkeitsmenge 
von 2 ccm. Der Grund hierfür liegt darin, daß man die Mikrokjeldahl- 
bestimmung gewöhnlich mit derselben Menge und Verdünnung ausführt, 
so daß bei Bestimmung des Harnstoffquotienten, auf die es ja zumeist 
ankommt, sämtliche Verdünnungs-, Pipettierungsfehler usw. identisch 
sind. Zusatz von 1 Tropfen 38%, HCl genügt, um mit Sicherheit einen 


Mikroharnstoffbestimmung. 161 


Ammoniakverlust hintanzuhalten. Einige Tropfen Alkohol (95%) 
verhindern den Siedepunktsverzug. 

2. Die Aufschließung des Harnstoffs. 

Sie geschieht mittels 0,3 ccm 38%, HClund5g Magnesiumchlorid 
am Rückflußkühler (s. Abb. 2b), entsprechend den im vorstehenden 
Abschnitt entwickelten Prinzipien. Der Zusatz des Harns als Trocken- 
substanz ändert den Siedepunkt des Gemisches nicht merklich. Das 
Magnesiumchlorid muß, wie schon erwähnt, mindestens 1 bis 2 Tage 
lang vorher im Exsikkator über Phosphorpentoxyd eventuell unter 
kurzem Evakuieren aufbewahrt worden sein, um es von angezogenem 
Wasser zu befreien. Bemerkenswerte Verluste an Kristallwasser wurden 


Nu, y 
2 a“ A 
> 

ELT WISP- 
STUNDE 

a b 

Abb. 2. 
a = Gummistopfen. = Korkstopfen. y = Asbest. 


dabei nie beobachtet. Das Erhitzen erfolgt über einem Asbestdraht- 
netz mit kleiner Flamme; die Flammenspitze soll eben das Asbest- 
drahtnetz berühren. Vom Beginn des Erhitzens ab gerechnet, genügt 
ein Zeitraum von 30 Minuten. Ein zu starkes Erhitzen bedingt teil- 
weise Ausscheidung von fester Substanz aus der Schmelze und Gefahr 
der Zersetzung der Nichtharnstoffverbindungen. Am Schluß wird der 
Kühler entfernt und zu der noch heißen Schmelze 20 ccm destillierten 
Wassers gefügt. 


3. Die Destillation und Titration des gebildeten Ammoniaks. 
Biochemische Zeitschrift Band 186. 11 
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Das Überjagen geschieht genau wie beim Mikrokjeldahlverfahren 
mittels eines Luftstroms unter Erhitzen in der gleichen Apparatur). 
Zur Alkalisierung verwandten wir 10 ccm einer 40%, KOH. Die Alkali- 
menge ist so gewählt, daß nach Absättigung des gesamten Chlors aus 
der Salzsäure und dem Magnesiumchlorid noch ein Überschuß an KOH 
vorhanden ist. Wenn man nämlich nur so viel Alkali zufügt, daß noch 
Magnesiumchlorid in der Lösung anwesend ist, so verläuft die Destillation 
außerordentlich träge. Als Grund hierfür ist längst erkannt worden ?), 
daß sich ein Gleichgewicht zwischen dem Magnesiumchlorid und dem 
frei werdenden Ammoniak einstellt: 

MgCl, + 2 NH,OH ZS Mg(0H), + 2 NH, Cl, 

das erst in sehr langer Zeit zu einem quantitativen Übergang des 
Ammoniaks führt. Daß durch den geringen Überschuß an KOH keine 
Zersetzung anderer N-haltiger Substanzen bei der Übertreibung des 
Ammoniaks eintritt, wurde durch Versuche ausgeschlossen. Bei einer 
Luftstromgeschwindigkeit von 1 bis 1,2 Liter pro Minute erfordert 
das Übertreiben des Ammoniaks 15 bis 20 Minuten. Vorlage und 
Titration geschieht mit n/50 H,SO, und n/50 NaOH, Methylrot als 
Indikator. Der Ammoniakwert der Reagenzien muß in mehreren 
Blindversuchen geprüft — Magnesiumchlorid enthält immer Spuren 
von Ammoniak — und vom gefundenen Wert in Abzug gebracht werden. 
Wir haben gewöhnlich 0,2 bis 0,3 ccm — selten 0,4ccm n/50H,SO, 
bei Anwendung des Merckschen Präparats (puriss. cryst. D. Ap. V. 4) — 
verbraucht gefunden. 

Der Zeit- und Arbeitsaufwand der Methode entspricht ungefähr 
dem für die Ureasemethode erforderlichen. Aufschließung des Harnstoffs 
und Destillation des gebildeten Ammoniaks haben beide Methoden 
gemeinsam; die Zeit und Mühe für das Vortrocknen des Harns bei der 
Magnesiumchloridmethode wird — wenigstens zum Teil — durch die 
kürzere Destillationsdauer ausgeglichen. Als gewissen Vorzug möchten 
wir bei der Magnesiumchloridmethode die leichte Zugänglichkeit und 
Billigkeit der Reagenzien hervorheben. Selbstverständlich lassen sich 
durch Vervielfachung der unkomplizierten Apparatur leicht Serien- 
bestimmungen durchführen. Bei Einrichtung für Doppelanalysen kann 
man an einem Tage ohne große Mühe acht bis zwölf Harnstoffanalysen 
bewältigen. 

III. Modellversuche. 


Wir suchten die Brauchbarkeit der vorstehend geschilderten 
Methode zunächst an Modellversuchen zu erweisen. Einmal war zu 


1) Siehe Pincussen, Mikromethodik. Leipzig, Thieme, 1925. 
2) Kober, Journ. Amer. Chem. Soc. 80, 1279, 1908; zitiert nach Folin, 
Journ. of biol. chem. 11, 507, 1912. 
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prüfen, ob und in welcher Breite unter den gewählten Bedingungen eine 
vollständige Aufspaltung des Harnstoffs stattfindet: 


Tabelle I. 
2 ccm Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzentrierter HCl + 3 Tropfen 
Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl, . 6 H,O + 0,3 cem konzentrierter HCl 
aufgeschlossen und unter E von 10 ccm RE KOH destilliert. 


n/50 N Ha 
In 100 g Wasser Differenz 


E 
Harnstoff ‚ berechnet gefunden | 
Ei ) | m 
H ) 


Gate Abweichung: = 0,89%, — 1,63%. 


Die Resultate zeigen, daB Harnstoffmengen von rund 1,4 bis 
10.8 mg, entsprechend 2,34 bis 18,00 ccm n/50 Ammoniak, mit einem 
Fehler von — 1,5%, wiedergefunden werden. 

Weiterhin mußte untersucht werden, ob andere stickstoffhaltige 
Bestandteile, wie sie im Harn vorkommen, unter den bei der Auf- 
schließung und Destillation herrschenden Bedingungen eine meBbare 
Zersetzung erleiden. Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von Rein- 
substanzen mit Harnstoff gemischt analysiert. Wir haben uns dabei 
im wesentlichen auf drei Typen beschränkt. Als Beispiel für die ali- 
phatisch gebundene Aminogruppe wählten wir einige Aminosäuren, 
als Prototyp für den heterozyklisch gebundenen Stickstoff die Harn- 
saure, als Vertreter der Guanidinoverbindungen das Kreatinin. Dabei 
wurden die natürlichen Verhältnisse auch pathologischer Harne durch 
Wahl von hohen Konzentrationen der Nichtharnstoffverbindungen ab- 
sichtlich stark übertrieben. 


Tabelle II. 
2ccm der Glykokoll-Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzentrierter 
HCI + 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl,.6H,O + 0,3 ccm 
konzentrierter HCl aufgeschlossen und unter Zufügung von LO eem 40% 
KOH destilliert. 


AE FAA vr H 
In 100 g Wasser | GesamteN |Glykokoll. N ! 
OU DIS NH; | na NH3 | a30 NH Differenz 
Harnstoff | Glykokoll , berechnet berechnet | berechnet gefunden 
o g ccm ccm ccm ccm 9 
SE | -= — 
0.282 0,227 i 3.02 | 9.40 9,25 | 9.20 | — 1,81 
0.141: 0,113 1,51 470 ' 465 | 460 — 1,49 


Größte Abweichung: — 1,81%. 
1]1+* 
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Tabelle III. 
2ccm der Alanin-Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzentrierter 
HO + 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl,.6 H,O + 0,3 ccm 
HC al león und unter E von 10 ccm en KOH destilliert. 


In 100 g Wasser | GesamtsN | Alanin-N 


I DIS NH3 | n/50 NR; | 
Harnstoff Alanin berechnet berechnet 
g_ | E RR SEEN Ser ER d l; : 
` Gaessen DS: ER q 
0,282 0,250 12,21 | 2,81 940 | 930 | 920, — 1.60 
0141 | 0125 | 611 141 | 470 (1470 460: —043 
Größte Abweichung: — 1,60%. 


Tabelle IV. 
2 ccm Leucin-Harnstofflósung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzentrierter HCl 
+ 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit be MgCl . 6 H,O + konzentrierter 
HCl aufgeschlossen und unter ao y von 10 ccm 40 410% KOH destilliert. 


Leucin-N 


In 100 g Wasser Gesamt-N 
n/50 NH3 


n/50 NH, Differenz 


Harnstoff | Leucin berechnet | berechnet || berechnet dë 
g g o io 
0,169 0,332 . 8,16 la 2,53 5,63 | 5,60 E 5.50 o — 1,42 
0,127 0,249 | 6,13 1,90 4, 23 4,30 | 425 © +1,18 


Größte Abweichung: + | 18%, — 1,42%. 


Tabelle V. 2ccm Cystin-Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzen- 

trierter HCl + 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl,.6 H,O 

+ 0,3 cem konzentrierter HCl aufgeschlossen und unter Zufügung von 
10 cem 40% KOH destilliert. 


, ts 
In 100g Wasser | Gesamt-N Cystin-N ` D NH, 


n/$ NH; n/50 NH3 
berechnet | berechnet | berechnet 


Harnstoff Cystin 
g g 


ccm 
0282 | 02595 " 1156 2,16 | 9,40 An | 9,30 
0141 | 01298 | 5,78 108 | 470 70 | 465 
Größte Abweichung: — 0,53% 


Tabelle VI. 2ccm Harnsäure-Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzen- 

trierter HCl + 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit 5 g MgCl, . 6 H,O + 0,3ccm 

konzentrierter HCl aufgeschlossen und unter Zufügung von 10 cem 40%, 
KOH destilliert. 


Differenz 
gefunden 


el 


ccm ccm 0 


053 
| — 0,43 


Wa CO 


| a 
In 100 g Wasser | Geck 


! | 
Gesamt:N 'Harnsäure-N | 
n/50 NH3 n/50 NH, BAD | Differenz 
berechnet | berechnet | berechnet gefunden 
ccm ccm | ccm ccm | Oo 
0,422 e | 19,44 | 10,04 


ir le Ge 
SESCH — 
9.40 E 9,70 | 9,55 | +245 
9,72 5,02 4,70 | 4,85 480 - + 2,77 


Größte Abweichung: + 2,77%. 
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Tabelle VII. 


2ccm Kreatinin-Harnstofflösung (Stab 1) mit 1 Tropfen konzentrierter 

HCI + 3 Tropfen Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl,.6 H,O + 0,3 ccm 

konzentrierter HCl aufgeschlossen und unter Zufügung von 10 ccm 40% 
KOH destilliert. 


In 100g Wasser | Gesamt-N 
n/50 NH, 
berechnet 


| 
Ki | n/50 NH; 
berechnet 


Differenz 


Harnstoff | Kreatinin 


|. 16,59 
"8/80 


Größte Abweichung: — 1,06%. 


0,282 0,271 
0,141 0,136 


Tabelle VIII. 


2 ccm des Harnstoffgemisches mit 1 Tropfen konzentrierter HCl + 3 Tropfen 
Alkohol getrocknet, mit 5g MgCl, . 6 H,O + 0,3 ccm konzentrierter HCl 
aufgeschlossen und unter Zusatz von 10 ccm 40% KOH destilliert. 


In 100 g Wasser > : U+,N 
= e3 be | GesamtsN Zusatz» N n/50 NH. Diff 
Harn» n/50 NH; n/50 NH, SE ds Steg 
stoff Zusatzsubstanzen berechnet berechnet berechn.| gefunden renz 
g g ccm ccm ccm ccm 
Glykokoll 0,222 Glykokoll- N 2.95 
Alanin 0,125 Alanin-N 1,40 | 
me] 0.082 0.52 ? - - 
0.289 Le ucin - 82 31.99 Leucin- E ‚62 940 19501945 | +0.85 
Uystin 0,151 Cyst in- 1.09 
Harnsáure ` 0,516 Harnsáure- 1.51 
| Kreatinin | 0,814 Kreatinin- 2 8.32 
l Glykokoll 0.111 (y lykoko 1.48 
Alanin | 0.063 Ve Cé 0,70 
Leucin 0.041 L eucin-N 0.31 e Së au 
í f i fata 15.66 > 470 14751470 + 0.64 
141 Uystin 0,065 È ystin- N 0,05 ¿ tí : ! i 
Harnsáure | 0,158 Harnsáure-N | 3,76 
Kreatinin 0,157 Kreatinin-N |4,16 


Größte Abweichung: + 0,85%. 


Die Versuche (Tabellen II bis VIII) lassen erkennen, daß von den 
benutzten Substanzen keine einzige eine meßbare Zersetzung erfahren 
hat; denn die Abweichungen vom theoretischen Harnstoffwert bewegen 
sich durchaus im Bereich der Fehlergrenzen bei Bestimmung reiner 
Harnstofflösungen. Diese Befunde haben insofern besonderes Interesse, 
als seinerzeit die Zersetzbarkeit von Kreatinin, Hippursäure bzw. Gly- 
kokoll, sowie Harnsäure bei Bekanntwerden der Folinschen Original- 
methode behauptet wurde!). Folin hat diese Behauptung entkräftet?). 


1) Arnold und Mentzel, Zeitschr. f. phys. Chem. 86, 49, 1902. 
2) O. Folin, ebendaselbst 86, 333, 1902; 87, 548, 1903. 
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Unsere Resultate stützen die Folinsche Ansicht auch bei Analyse 
der zehnfach kleineren Harnstoffmengen. 


IV. Vergleich der Magnesiumchloridmethode mit dem Ureaseverfahren 
an verschiedenartigen Harnen. 


Die Beweiskraft der Modellversuche wurde nun durch Anwendung 
der Methode auf das in Frage stehende Objekt gestützt. 

Da bekanntlich die Zusammensetzung des Harnstickstoffs bei 
verschiedenen Tierarten eine verschiedene ist und unter anderem eine 
Funktion der Ernährung darstellt, so haben wir je-eine Serie von Carni- 
voren-, Herbivoren- und Omnivorenharnen vergleichsweise mit der 
Magnesiumchloridmethode und dem Ureaseverfahren durchuntersucht. 
Bei der Mikroureasebestimmung wählten wir folgende Ausführung: 

2ccm zehnfach verdünnter Harn + Leem Wasser + lccm Puffer- 
lösung (111 g sekundäres Natriumphosphat, 85 g primäres Kaliumphosphat, 
Wasser zu 1000,0) wurden mit 0,1 g Sojabohnenmehl versetzt, 45 Minuten 
im Wasserbad bei etwa 40° C belassen, darauf mit 1 ccm gesättigter Na,C O,- 
Lösung alkalisiert und weiterhin ein mittelstarker Luftstrom 40 bis 50 Mi- 
nuten durchgeleitet. Vorlage und Titration mit n/50 H,SO, bzw. n/50 
NaOH; Methylrot als Indikator. 


Tabelle IX. Hundeharne. 


Gefunden n/50 NH, | 


aa EE EE 
Mg Cl2-Methode Ureasemethode ‚ Differenz 
Nr. ccm ccm | dÉ 


1 | 6,20 
2 8,45 
3 ' 15,95 
4 i 10,45 
5 | 9,60 
6 | d 75 
Größte Abweichung: + 2,76%. 
Tabelle X. Menschenharne. 
Gefunden n/50 N H3 
iensehenbem Mg Cl¿-Methode Ureasemethode Diderenz 

ccm Yo SR 
1 | 18,65 13,50 13,50 + 0,74 
2 | 385 3,80 3,90 — 1:29 
3 5,80 5,70 5,80 — 0,52 
4 5,50 5,45 5,60 — 1,26 
5 7,35 7,30 7,45 — 0,95 
6 Il 7,50 7,40 7,55 — 1,06 


Größte Abweichung: + 0,74%, 
— 1,29%. 


Kaninche 
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Tabelle XI. 
Kaninchenharne. 
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l Gefunden n/50 NH3 | 
| Mg Cl7»Methode | Ureasemethode | Differenz 
| ccm | ccm 9 


Nr. 
1 11,50 11,30 11,55 — 0,87 
2 10,00 9,95 9,70 + 3,10 
3 5,75 5,70 5,65 + 1,78 
4 7,20 7,05 7,05 + 1,14 
5 14,30 14,15 14,15 + 1,07 
6 18,10 18,25 18,70 — 0,92 
7 8,00 7,90 7,90 + 1,27 
8 8,75 8,65 8,65 + 0,58 
9 | 5,40 5,35 5,45 + 0,56 
Größte Abweichung: + 3,10%, 
— 0,92%. 


Die an Menschen-, Kaninchen- und Hundeharnen mit dem 
Magnesiumchloridverfahren ermittelten Harnstoffwerte stimmen, ab- 
gesehen von wenigen Ausnahmen, mit den nach dem Ureaseverfahren 
gewonnenen Resultaten gut überein; die Abweichungen sind jedenfalls 
nicht größer als die an reinen Harnstofflösungen vom theoretischen 
Wert gefundenen. 


V. Die Mikroharnstoffbestimmung im Harn bei Anwesenheit 
ureaseschädigender Substanzen. 


Während bisher von der Mikroharnstoffbestimmung mit Hilfe des 
Magnesiumchlorids nur als einer Hilfs- oder Ersatzmethode die Rede 
war, gibt es doch eine Reihe von Fällen, in denen die Ureasemethode 
versagt, nämlich bei Analyse von Harnen, die ‚Fermentgifte‘ enthalten. 
Von diesen kommen vor allem, wie bekannt, Schwermetalle in Betracht, 
die die Anwendung der Ureasemethode gerade für pharmakologisch- 
toxikologische Fragestellungen vereiteln können. An einem Beispiel 
wurde für solche Fälle die absolute Überlegenheit des Magnesium- 
chloridverfahrens bewiesen: für den Sublimatharn. Auf die Unter- 
suchung von Harnen, die andere Ureasegifte, speziell aus der Arsen-, 
Kupfer-, Nickelreihe enthalten, konnte um so mehr verzichtet werden, 
als es hier nur auf das Prinzipielle ankommt und ihre ureasehemmende 
Wirkung ebenso wie die des Sublimats bereits von anderen Autoren 
studiert ist?). 

Menschenharn, dem steigende Konzentrationen von Sublimat 
zugesetzt wurde, zeigte bei Analyse nach beiden Methoden folgende 
Harnstoffwerte: 


1) Literatur bei Lövgren, diese Zeitschr. 119, 215, 1921. 
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Versuche mit Sublimat (Menschenharn + Sublimat). 


W. Laubender: 


Tabelle XII. 


Gefunden Harnstoff, entsprechend n/50 NH3 8 


ee 
0 
1: 1000000 
1: 500000 
1: 100000 
1: 75000 
1 50000 
1 30000 
1 10000 


Mg Cl.Methode Ureasemethode 
7,50 7,40 7,55 7,50 | 7,50 7,45 
7,50 7,40 7,35 7,30 , 7,85 7,30 | 
7,50 7,50 7,30 720 | 
| 7,50 7,45 7,30 7,20 | 7,25 dëi 
— — 5,50 5,30 | 
| — — 4,35 4,30 
7,50 7,45 2,30 2,10 
| 7,50: 7,50 1,40 1,15 


Ureasehemmung 
i dÉ 
d 


2,27 
3,33 
3,47 
28,00 
42,27 
70,67 
82,93 


Gegenüber der beobachteten Ureasehemmung bleibt das Sublimat 
auf die Resultate nach der Magnesiumchloridmethode ohne jeden 
Einfluß. Da Jacoby!) viel stärkere Hemmungseffekte des Sublimats 
bei der Harnstoffspaltung durch Urease beobachtet hatte, wurde 
weiter geprüft, ob Zusatz des Sublimats zur Urease anstatt zum Harn 
stärkere Hemmungen bewirkt. Das ist in gewissem Umfang der Fall, 
wie sich aus folgenden Zahlen ergibt: 


Tabelle XIII. 
Vorvergiftung des Sojabohnenmehls. 


' | Urease» 


Sublimats hemmung 


Gefunden n|50 N H3 


konzentration | | 


d 

0 7,50 7,45 | 0 
1:1000000 | 7,10 7,00 5,75 
1: 500000 7,10 — "508 
1: 100000 7,15 7,10 | 4,68 


Doch bleibt auch jetzt noch die gefundene Hemmung weit hinter 
der von Jacoby gemessenen zurück. Die Erklärung liegt darin, daß 
Jacoby bei seinen Ureasestudien ein weitgehend gereinigtes Ferment 
benutzte, während wir mit Sojabohnenmehl arbeiteten. Daß der große 
Gehalt dieses Mehls an Ballast-, speziell Eiweißstoffen, eine erhebliche 
Menge von Hg-Ionen bindet und seiner Wirksamkeit entzieht, liegt 


1) M. Jacoby, diese Zeitschr. 76, 275 bis 296, 1916. 
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auf der Hand und wird durch folgenden Versuch mit einem wässerigen 
Sojabohnenmehlextrakt bewiesen: 


Tabelle XIV. 
Wässeriger Extrakt + Sublimat. 
g | Ureases 
in | Gefunden n/50 NH; ` hemmung 
_ sn: lo. 
| 7,50 TAO ` 0 
1: Ne 7,10 7,00 5,37 
1: 500000 | 6,60 6,55 11,68 
1: 100000 0,90 0,70 | 89,26 


VI. Die Analyse zuckerhaltiger Harne. 


Die Anwesenheit von Zucker im Harn führt, wie die Arbeiten der 
älteren Autoren vielfach gezeigt haben!), bei der durch Hitze in saurer 
Reaktion bewirkten Haınstoffspaltung leicht zu Fehlresultaten, indem 
Harnstoffverluste von 30% und mehr eintreten können. Was für die 
Makromethoden gilt, hat sich in ähnlichem Ausmaße auch bei der 
von uns beschriebenen Mikromethode gezeigt (s. Tabellen XV und XVI). 
Die Harnstoffverluste sind nach dem jetzigen Stande der Kenntnisse 
dadurch bedingt, daß der Harnstoff bei der zu seiner Zersetzung nötigen 
Temperatur mit dem gleichzeitig anwesenden Zucker Synthesen im 
Sinne der Ureidbildung eingeht. 

Das Bedürfnis, die Mikroharnstoffanalyse mittels Magnesium- 
chlorids auch für zuckerhaltige Harne brauchbar zu machen, ergab 
sich vor allem aus der Tatsache, daß die Ausscheidung von urease- 
schädigenden Metallsalzen häufig mit Glykosurie einhergeht. Es 
gelingt nun auf sehr einfache Weise, den Harn zuckerfrei zu machen. 
indem man den Zucker mit festem Ba (OH), und Alkohol-Äther zur 
Ausfällung bringt. 

Im einzelnen gingen wir folgendermaßen vor: 1ccm Harn wurde 
mit 0,4 g gepulvertem Ba(OH), versetzt, einige Minuten stehengelassen 
und dann mit Alkohol-Äther (2 Teile 95%, Alkohol + 1 Teil Äther) 
auf 20 ccm aufgefüllt. Die Mischung blieb weitere 15 bis 20 Minuten 
gut verschlossen unter häufigem Umschütteln stehen. Ein aliquoter 
Teil des wasserklaren Filtrats (z. B. 4ccm entsprechend 0,2 cem des 
unverdünnten Harns) wurde mit zwei Tropfen konzentrierter HCl in 
üblicher Weise getrocknet, mit Magnesium aufgeschlossen und de- 
stilliert. 


1) K. A. H. Mörner, Skand. Arch. f. Phys. 14, 297, 1903; B. Schön- 
dorff, Arch. f. d. ges. Phys. 117, 275, 1907. 
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Tabelle XV. 
Normaler Harn mit steigendem Zuckerzusatz. Ureasewert: 2,35, 2,30. 


Getunden n/50 NH: MgCl2»Methode 


nicht entzuckert 


Tabelle XVI. 
Diabetikerharne. 
| Dextrose” Gefunden n/50 NH3 
Dias gehalt 
rn ee Mg Cl2«Methode 
arn metrisc 
Ureasemethode entzuckert nicht entzuckert 


ccm 


cm 


Wie aus Tabellen XV und XVI hervorgeht, geben sowohl Harne, 
denen Dextrose in steigender Konzentration zugesetzt ist, wie auch 
Diabetikerharne nach erfolgter , Entzuckerung* Werte, die vorzüglich 
mit den mit Hilfe der Ureasemethode gewonnenen übereinstimmen. 
Weiter zeigt sich, daB bei der direkten Analyse des zuckerhaltigen 
Harnes bis zu einem Zuckergehalt von 0,3 %, (also 0,03 % bei zehnfacher 
Verdünnung) noch brauchbare Harnstoffwerte erhalten werden, so 
daß wohl erst oberhalb dieser Konzentration die „Entzuckerung“ 
notwendig wird. Es sei aber bemerkt, daß sich auch oberhalb dieser 
Grenzkonzentration bei der direkten Analyse leidlich stimmende Werte 
erzielen lassen, wenn man die Trocknung des Harns besonders vor- 
sichtig (bei etwa 40°C) vornimmt. Doch haben wir von weiteren Ver- 
suchen in dieser Richtung Abstand genommen, da das Vorgehen dann 
zu zeitraubend wird und die Entfernung des Zuckers unter den gegebenen 
Bedingungen die einfachere und sicherere Methode darstellt. 


VII. Beschreibung des Analysengangs für den Harn. 


2,0ccm des passend verdünnten Harns: normalerweise 1:10, 
bei sehr dünnen Harnen 1:5, bei stark konzentrierten, insbesondere bei 
Carnivorenharnen 1:20 bis 1:40, werden in einen Mikrokjeldahlkolben 
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von 100 ccm Fassungsvermögen pipettiert. Man gibt dazu 2 bis 
3 Tropfen 95% Alkohol und 1 Tropfen 38% HCl. 

Bezüglich der Vorbereitung zuckerhaltiger Harne vergleiche man 
Abschnitt VI. 

Man bringt dann den Kolben in ein vorher bis nahe zum Sieden 
erhitztes Wasserbad und evakuiert die angeschaltete Vorlage mit der 
Wasserstrahlpumpe. Die 15 bis 20 Minuten erfordernde Trocknung 
erfolgt ohne Siedekapillare (s. Abb. 2a). 

Zu dem aus dem Wasserbad genommenen Trockenrückstand fügt 
man O,3ccm 38% HO + 5,0g MgC1,.6H,0O. Man wägt das stets 
im Exsikkator über P,O, aufbewahrte Präparat möglichst rasch und 
bringt den Vorrat sogleich wieder in den Exsikkator zurück. Der 
Kolben wird sofort an einen Rückflußkühler nach Allıhn (s. Abb. 2b) 
angeschlossen und über einem Asbestdrahtnetz mit kleiner Flamme — 
die Flammenspitze soll eben das Asbestdrahtnetz berühren — zum 
Sieden erhitzt. Nach Ablauf von 30 Minuten, vom Beginn des Erhitzens 
gerechnet, fügt man zu der noch heißen Schmelze 20 ccm destillierten 
Wassers von Zimmertemperatur. 

Nach dem Erkalten wird der Kolben in die für die Ammoniak- 
destillation beim Mikrokjeldahlverfahren übliche Apparatur!) gefügt. 
Man schaltet den Luftstrom an, gibt durch den Fülltrichter 10 ccm 
40°, KOH, spült mit 10 ccm Wasser nach, zündet den Brenner an und 
leitet bei einer Geschwindigkeit von 1 bis 1,2 Liter pro Minute 15 bis 
20 Minuten den Luftstrom durch. Vorlage und Titration mit n/50 
H,SO, und n/50 NaOH, Methylrot als Indikator. 

Der nach Abzug des Blindwertes — der für jedes neue Magnesium- 
chloridpräparat in mehreren Versuchen zu bestimmenist — verbleibende 
Ammoniakwert ergibt Harnstoff plus präformiertes Ammoniak. Die 
Größe des präformierten Ammoniaks muß genau wie beim Urease- 
verfahren gesondert bestimmt werden. Die Berechnung gestaltet sich 
wie beim Ureaseverfahren. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Mikroharnstoffbestimmung im Harn mit Hilfe 
von Magnesiumchlorid angegeben. 

2. Der Anwendungsbereich der Methode insbesondere mit Hinblick 
auf pharmakologisch-toxikologische Fragestellungen wird erörtert. 


1) Pincussen, Mikromethodik. Leipzig, Thieme, 1925. 


Über Löslichkeit und Verteilung des Chloroforms im Blute. 


Von 
Hans Winterstein und Else Hirschberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Rostock.) 
(Eingegangen am 9. April 1927.) 


Die Frage nach der Löslichkeit und Verteilung des Chloroforms im 
Blute ist von beträchtlichem theoretischen Interesse. Haben doch 
Pohls!) Untersuchungen hierüber gewissermaßen den Ausgangspunkt 
der Lipoidtheorie gebildet. Die Angaben der verschiedenen Autoren 
aber gehen so außerordentlich weit auseinander?), daß eine Klärung 
dieser Verhältnisse angezeigt erschien. Nicht einmal über die Löslich- 
keit des Chloroforms in Wasser besteht Einigkeit. Kochmann (a. a. O., 
S. 137) gibt für 220 als maximale Löslichkeit 0,62 Gew.-%,, Moore und 
Roaf?) für 13% etwa 0,95 Gew.-%; im Blutserum würde nach den 
letzteren die Löslichkeit sogar 4 bis 5%, betragen! Die ganzen Unter- 
suchungen dieser Autoren, an deren Ergebnisse sie weitgehende Schlüsse 
über eine chemische Bindung des Chloroforms an das Eiweiß knüpften, 
sind jedoch äußerst unexakt. Sie verfügten über keine genaue Methode 
der direkten Chloroformbestimmung und verfuhren meist einfach in der 
Weise, daß abgemessene Mengen der auf ihr Lösungsvermögen zu unter- 
suchenden Flüssigkeiten mit verschiedenen Quantitäten Chloroform 
versetzt wurden; dann wurde beobachtet, bei welcher Menge keine 
Kügelchen ungelösten Chloroforms mehr zurückblieben. Es liegt auf 
der Hand, daß bei einer Flüssigkeit von so geringer Löslichkeit das 
Zurückbleiben mikroskopisch kleiner Mengen ungelöster Substanz 
genügen muß, um eine viel zu große Löslichkeit vorzutäuschen, und wir 
werden in der Tat sehen, daß von einer so enormen Differenz zwischen 
der Löslichkeit in Wasser und in Serum gar keine Rede sein kann. 


1) J. Pohl, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 28, 239, 1891. 

2) Kochmann, Handb. d. exper. Pharm. 1, 158, 1923; Winterstein, Die 
Narkose, 2. Aufl., 1926, S. 228. 

3) Moore and Root, Proc. Roy. Soc. London 78, 382, 1904; (B) 77, 
86, 1906. 
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Methodik. 


Die Bestimmung des Chloroforms erfolgte nach dem Verfahren von 
Niclour!), das für die bei der Untersuchung verwendeten Mengen von 0,2 
bis 10 mg eine recht befriedigende Genauigkeit ergibt. Es beruht auf der 
Spaltung des Chloroforms durch Kochen mit Natriumäthylat und Titration 
des dabei gebildeten NaCl. Bei Cl-haltigen Flüssigkeiten (NaCl-Lösung, 
Blut, Serum) wurde stets ein Leerwert ohne Chloroform gefunden, der in 
einer Größe von etwa 0,02 mg pro Kubikzentimeter in Abzug gebracht 
wurde. Im übrigen wurde genau nach den Vorschriften von Nicloux 
gearbeitet, nur wurden an Stelle der von ihm beschriebenen Vorrichtungen 
sowohl Rückflußkühler wie Destillationsapparat mit Schliffen angewandt, 
um möglichst jeden Verlust zu vermeiden. 

Zur Bestimmung der maximalen Löslichkeit des Chloroforms in de- 
stilliertem Wasser und physiologischer Kochsalzlösung wurden verschiedene 
Verfahren eingeschlagen: 1. Es wurde durch zwei bis drei hintereinander 
geschaltete Waschflaschen ein kontinuierlicher Luftstrom hindurchgesaugt, 
der durch Passieren einer mit reinem Chloroform beschickten Flasche mit 
Chloroformdampf gesättigt war; es wurden so lange Proben entnommen, 
bis (nach mehreren Tagen) Konstanz des Chloroformgehalts eingetreten 
war. 2. Es wurde in einem Kölbchen unter die zu untersuchende Flüssigkeit 
etwas Chloroform gebracht und in einem Schüttelapparat bis zur Konstanz 
umgeschwenkt. 3. Es wurde ein Flüssigkeitsquantum mit Chloroform gut 
durchgeschüttelt und dann mehrere Stunden zur Absetzung des ungelösten 
Chloroforms stehengelassen. 4. Es wurde ein Luftstrom, der durch Passieren 
von Chlorcform mit diesem gesáttigt war, über die Lösung (nicht durch sie 
hindurch) geleitet, während sie im Schüttelapparat in ständiger Bewegung 
gehalten wurde. Dieses Verfahren wurde bei Blut und Serum fast allein 
angewandt, um ein Schäumen sowie eine zu rasche Veränderung der Lösung 
durch das Chloroform zu vermeiden, das bekanntlich ein Lackfarber werden 
des Blutes und in höheren Konzentrationen eine Ausfällung des Eiweißes 
herbeiführt. 


I. Maximale Löslichkeit des Chloroforms in verschiedenen Lösungsmitteln. 


Alle vier oben genannten Verfahren führten zu gut übereinstimmen- 
den Werten: Die maximale Löslichkeit des Chloroforms beträgt bei 
Temperaturen von 16 bis 18% im destillierten Wasser 0,54 bis 0,55 Gew.-%, 
in physiologischer Kochsalzlösung 0,48 bis 0,50 Gew.-%. Die höchste 
bei Säugetierblut (Hammel, Rind, Kaninchen) beobachtete Aufnahme 
aus CHCl],-gesättigter Luft betrug 0,75 bis 0,86%, bei Serum 0,56 bis 
0,77%. Dieses Maximum ist im allgemeinen nach halbstündigem 
Überleiten von Chloroformdampf bereits erreicht. Die Löslichkeit im 
eben noch unveränderten Serum ist mithin nur 50% höher als in 
pbysiologischer Kochsalzlösung; hierbei beginnt sich das Serum bereits 
leicht zu trüben und das Blut wird lackfarben. An demselben Blut 
untersucht, ist die Löslichkeit im Gesamtblut stets größer als in der 
Blutflüssigkeit allein. Wir kommen darauf im folgenden noch genauer 
zurück. 


1) Nicloux et Yovanovitch, Ann. d. Physiol. 1, 444, 1925. 
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II. Die Verteilung des Chloroforms auf Blutflüssigkeit und Blutkörperchen. 


Die Verteilung des Chloroforms innerhalb des Blutes ist wiederholt 
untersucht worden, seit Pohl (a. a. O.) als erster die Angabe machte, 
daß es vorwiegend von den roten Blutkörperchen aufgenommen werde; 
auch in diesem Punkte aber ist keine Einigung erzielt worden und die 
Angaben schwanken zwischen jenen von Nicloux!), der den Gehalt 
der Blutkörperchen sieben- bis achtmal so groß fand wie den des Plasmas 
und jenen von van Dessel?), der im Serum sogar mehr Chloroform ge- 
funden haben will als in den Blutkörperchen! Da eine direkte exakte 
Bestimmung des Chloroformgehalts der Blutkörperchen schwer aus- 
führbar erscheint, haben wir auf sie verzichtet und nur den Chloroform- 
gehalt des Gesamtblutes und den des abzentrifugierten Plasmas oder 
Serums bestimmt, aus welchen beiden Werten bei bekanntem Volumen 
der Blutkörperchen der Gehalt der letzteren ja leicht zu berechnen ist. 
(Bezeichnet b den Chloroformgehalt des Gesamtblutes, f jenen der 
Blutflüssigkeit und v das Blutkörperchenvolumen in Prozenten, so ist 
der Prozentgehalt der Blutkörperchen x = f + ee] a N, Die Resul- 
tate unserer Bestimmungen sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Betrachten wir die in dieser Tabelle enthaltenen Werte, so erscheint 
trotz mancherlei Unregelmäßigkeiten wohl deutlich eine Gesetzmäßigkeit 
ableitbar: Je größer der CHCI,-Gehalt des Blutes, um so geringer im 
allgemeinen der Unterschied zwischen dem Gehalt der Blutkörperchen 
und dem der Flüssigkeit (in der letzten Spalte der Tabelle ist das Ver- 
hältnis beider angegeben). Bei dem nahe der Sättigung liegenden Gehalt 
von 6 bis 8°/,. ist der Gehalt der Körperchen höchstens doppelt so hoch 
wie der des Plasmas, bei den in der Narkose in Betracht kommenden 
Konzentrationen (0,05 bis 0,6°/,,) ist er entsprechend den alten Angaben 
von Pohl 2,5- bis 4mal so groß, und bei ganz geringem CHOL Gehalt 
von etwa 0,01 bis 0,02°/,, kann der Gehalt der Körperchen den des 
Plasmas um das Fünf- bis Sechsfache übertreffen. In ganz besonders 
deutlicher Weise tritt die Abhängigkeit der Verteilung des Chloroforms 
von der Konzentration in den Versuchen 12 und 13 hervor, in denen an 
ein und demselben Blute je drei Bestimmungen bei wechselndem 
Chloroformgehalt angestellt wurden. Das Verhältnis zwischen dem 
CHCl,-Gehalt der Blutkörperchen und dem des Plasmas änderte sich 
hier augenfällig in umgekehrtem Sinne wie die absolute Größe des 
CHCI,-Gehalts. Diese Feststellung liefert wohl nicht bloß die Erklärung 
für die große Verschiedenheit der Resultate, die die einzelnen Unter- 
sucher der Chloroformverteilung erhalten haben, sie gibt darüber 


1) M. Niclouzx, C. r. soc. biol. 60, 248, 1906. 
2) van Dessel, Arch. internat. d. pharmacodyn. et d. ther. 97, 1, 1923. 
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hinaus wichtige Anhaltspunkte für die Art ihres Zustandekommens. 
Daß der Lipoidgehalt von Körperchen und Flüssigkeit zur Erklärung 
der Verteilung nicht herangezogen werden kann, weil der erstere gar 
nicht viel größer ist als der zweite, ist schon an anderer Stelle (Narkose, 
$.316) hervorgehoben worden. Unsere Versuche zeigen, daß es sich 
beim Chloroform überhaupt nicht um eine einfache Verteilung handeln 
kann, denn diese müßte von der Konzentration unabhängig sein. Die 
relative Abnahme des C H Cl,¿-Gehalts der Blutkörperchen mit wachsender 
Konzentration spricht vielmehr deutlich für eine Beteiligung von 
Adsorptionsvorgängen, die sich offenbar an den korpuskulären Teilchen 
abspielen und mit der Lipoidtheorie in gar keinem Zusammenhang 
stehen. 
Zusammenfassung. 


Die maximale Löslichkeit des Chloroforms beträgt bei Zimmer- 
temperatur in destilliertem Wasser 0,55 Gew.-%, in physiologischer 
Kochsalzlósung 0,50 Gew.-%,, in unverändertem Serum O, 56 bis 0,77 
(Gesamtblut 0,75 bis 0,86) Gew.-%. 


Die Verteilung des Chloroforms auf Körperchen und Blutflüssigkeit 
hángt ab von der absoluten Hóhe der Chloroformkonzentration. Bei 
den nahe der Sättigung liegenden Werten nehmen die Körperchen 
höchstens doppelt so viel CHCl, auf wie das Plasma, während bei 
sehr niedrigen Konzentrationen der Gehalt der Körperchen das Vier- 
bis Sechsfache des Plasmawertes erreichen ` ann. Dies zeigt, daß bei 
der Verteilung Adsorptionsvorgänge an den korpuskulären Bestandteilen 
eine wesentliche Rolle spielen. 
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Über die Eigenschaften aktiver Eisenverbindungen?). 


Von 


A. Bickel und C. van Eweyk. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1927.) 


Durch die Arbeiten von Baudisch (1) ist die Aufmerksamkeit auf 
das Verhalten bestimmter Eisenverbindungen gelenkt worden, die 
dieser Forscher als aktiv bezeichnet. Baudisch ging aus von bestimmten 
frischen Mineralwässern, deren Fähigkeit, nur in frischem, nicht aber 
in gealtertem Zustande die Benzidinreaktion zu geben, er auf Eisen- 
verbindungen zurückführen konnte. Es gelang ihm, künstlich derartige 
Verhältnisse an Ferro-Bicarbonatsystemen zu verifizieren. Darüber 
hinaus fand er, daß schon länger bekannte Unterschiede zwischen 
„allotropen Modifikationen“ des Eisenoxyds, Fe,O,, auch bezüglich 
der Benzidinreaktion bestehen. Derartige Eisenverbindungen, welche 
sich einer Benzidin-Wasserstoffsuperoxydlösung gegenüber wie Blut 
verhalten, bezeichnete Baudisch als aktiv. 

Es war zu erwarten, daß solche aktiven Eisenverbindungen sich 
auch bezüglich sonstiger Wirkungen voneinander unterscheiden müßten, 
und so wurde gleichfalls von Baudisch eine besondere Wirksamkeit 
des aktiven Eisens gegenüber einem bestimmten Bakterium festgestellt. 
Damit war eine verschiedene Reaktionsweise des Eisens, je nachdem, 
ob es aktiv oder inaktiv ist, auch biologischen Systemen gegenüber 
festgestellt. Daß die besondere Reaktionsweise der aktiven Eisen- 
verbindungen auch an höheren Tieren besteht, läßt sich nach dem 
uns vorliegenden Material nicht bezweifeln [Elsterversuche von 
Bickel, Gleichmann und Taslakowa (2), Eisenoxydversuche von Wada (5)]. 

Während es sich bei dem aktiven Eisenoxyd um eine sehr be- 
ständige Substanz handelt, deren Fähigkeit, eine positive Benzidin- 


1) Das in dieser Arbeit erwähnte benzidinaktive, magnetische Eisen- 
oxyd wird von der Auergesellschaft in Berlin unter dem Namen ,.Siderac** 
in den Handel gebracht. 
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reaktion zu geben, nach unseren Erfahrungen viele Monate hindurch 
unverändert bestehen bleibt und höchstwahrscheinlich, außer durch 
Temperaturen oberhalb 400°C, überhaupt nicht nachweisbar ab- 
geschwächt werden kann, da es sich anscheinend um die bei normaler 
Temperatur stabilere Modifikation des Eisenoxyds handelt, ist die 
Aktivität der Mineralwässer nur kurze Zeit beständig und kann schon 
nach wenigen Stunden vollkommen verschwunden sein. Das gleiche 
Schwinden der Aktivität beobachtete Baudisch an seinen Ferro- 
Bicarbonatsystemen. 

Der Verlust der Aktivität im wässerigen Medium bei den Bicarbonat- 
lösungen und bei den Mineralwässern scheint nach Baudisch folgender- 
maßen zu geschehen: Das Eisenion als solches ist nicht aktiv. Aktiv 
sind nur bestimmte Komplexe, insbesondere komplexe Kohlensäure- 
verbindungen, die unter den gewöhnlichen Bedingungen (Anwesenheit 
von atmosphärischer Luft unter dem gewöhnlichen Druck, Temperatur) 
sich bald unter Bildung von Eisenionen oder von oxydischen Nieder- 
schlägen zersetzen. Diese Auffassung steht durchaus im Einklang mit 
dem Verhalten einer weiteren, gleichfalls von Baudisch untersuchten 
aktiren Eisenverbindung, dem Natriumpentacyanoaquoferroat, welche 
sich aus dem Ferrocyannatrium unter der Einwirkung des Lichtes 
bildet und bei zu weit getriebener Belichtung in wässeriger Lösung 
wieder unter weiterer Zersetzung zerstört wird. Demgegenüber bleibt 
die Aktivität des festen trockenen aktiven Eisenoxyds dauernd konstant, 
ebenso übrigens auch die des trockenen, vor Licht geschützten Natrium- 
pentacyanoaquoferroats. 

Wir haben nun einige unserer aktiven Eisenpräparate auf ihre 
Haltbarkeit bei Gegegenwart von Wasser geprüft. Zur Verwendung 
gelangte 1. das aktive Eisenoxyd nach Baudisch, 2. ein von van Eweyk 
und Tennenbaum hergestelltes Ferro-Ferricarbonat von grünlicher 
Farbe, das außerordentlich benzidinaktiv, aber unmagnetisch war, 
3. ein unmagnetisches Eisenoxyd, das aus (2) durch längeres Erhitzen 
an der Luft auf etwa 50° gewonnen war und ebenso wie 2 eine sehr 
starke Benzidinreaktion gab. Von diesen Eisenpräparaten wurde je 
eine Menge von etwa 1 g in Erlenmeyerkolben einmal mit Leitungs- 
wasser, andererseits mit destilliertem Wasser übergossen, der Hals der 
Kolben mit einem Tupfer oberflächlich verschlossen und das Ganze 
im Laboratorium stehengelassen. Die Aufbewahrung geschah ab- 
sichtlich so nachlässig wie möglich, indem in die mangelhaft ver- 
verschlossenen Gefäße die sehr wechselnd zusammengesetzte Luft des 
Laboratoriums eindringen konnte. 

Nach fünfmonatiger Aufbewahrung, während welcher Zeit das 
zugesetzte destillierte bzw. Leitungswasser einigemale nachgefüllt 
wurde, stellte sich bei der Prüfung der Aufschwemmungen mittels der 


12* 
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Benzidinreaktion folgendes heraus: Das aktive magnetische Eisen- 
oxyd nach Baudisch hatte seine Aktivität (positive Benzidinprobe und 
Magnetismus) unverändert, auch unter diesen ungünstigen Bedingungen, 
anscheinend unvermindert, erhalten. Das Ferro-Ferricarbonat war 
unter Zersetzung völlig benzidininaktiv geworden und natürlich un- 
magnetisch geblieben, und das aus ihm gewonnene unmagnetische 
Oxyd von ursprünglich starker Benzidinaktivität hatte nur noch einen 
kleinen Rest seiner Aktivität beibehalten. 

Hieraus muß gefolgert werden, daß von den aktiven Eisenver- 
bindungen das Oxyd nach Baudisch die Aktivität in einer ganz anderen 
Weise bewahrt als die noch unbekannten Komplexe im Mineralwasser 
(z. B. der Elsterer Moritzquelle) oder diebekannten Komplexe in Lösungen 
des Natriumpentacyanoaquoferroats, deren Aktivität bald verschwindet. 
Eine Mittelstellung scheint unser Carbonat einzunehmen, dessen 
Aktivität unter den geschilderten Bedingungen immerhin einige Wochen 
hindurch bestehen blieb. 

Wenn Fresenius (3) den Verlust der Aktivität beim Mineralwasser 
auf Veränderungen des lonenmilieus, insbesondere auf eine Zunahme 
der OH-Ionen beim ‚Altern‘ des Wassers bezieht und annimmt, daß 
der Begriff einer besonderen Aktivität von Eisenverbindungen sich 
erübrigt, können wir ihm nicht zustimmen. Das unterschiedliche Ver- 
halten von Eisenverbindungen der Benzidinreaktion gegenüber ebenso 
wie gegenüber dem tierischen Organismus zwingt zu der Annahme 
aktiver Moleküle bzw. Molekülkomplexe, wenn auch zwischen der 
flüchtigen Aktivität der Mineralwässer und der konstanten Aktivität 
mancher Oxyde die Zwischenglieder noch nicht existieren. Daß der 
Verlust der Fähigkeit, die Benzidinreaktion zu geben, beim Altern 
eines Mineralwassers beschleunigt wird, wenn man die Kohlensäure 
entweichen läßt, hatte schon Baudisch hervorgehoben, der gleichfalls 
fand, daß auch bei noch so sorgfältiger Aufbewahrung die Aktivität 
nach nicht viel längerer Zeit verschwindet. Das Altern scheint nicht 
notwendig mit Änderungen des Ionengehalts verbunden zu sein, wie 
sich aus den Versuchen von Baudischund Weloan weißen Eisencarbonaten 
ergibt (4), die, ohne daß irgend eine Veränderung erkennbar wurde, 
frisch hergestellte Nitrate zu Nitriten reduzierten, wenige Stunden 
später diese Fähigkeit vollkommen eingebüßt hatten. 


Literatur. 
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I. Mitteilung: 


Die Veränderungen des Seralbumins bei Ultraviolettbestrahlung 
und ihre Beziehungen zur Hitzegerinnung. 


Von 
Mona Spiegel, Adolf, 


(Aus dem Laboratorium für Lichtbiologie und Lichtpathologie 
am physiologischen Institut der Universität in Wien.) 


(Eingegangen am 11. April 1927.) 


Eiweißkörper werden bekanntlich durch eine Reihe der ver- 
schiedensten physikalischen und chemischen Einwirkungen denaturiert. 
Trotz des weitgehenden Interesses, welches in physikochemischer und 
biologischer Hinsicht dem Vorgang und dem Produkt der Eiweiß- 
denaturierung entgegengebracht wird, erscheinen unsere Kenntnisse 
von etwa nachweisbaren spezifischen Eigentümlichkeiten der einzelnen 
denaturierenden Agenzien noch mangelhaft. Es dürfte daher ein Versuch 
berechtigt erscheinen, durch Vergleich der Bedingungen, unter welchen 
verschiedene physikalische Einflüsse wirksam sind, und der bewirkten 
Veränderungen zur Aufklärung des Mechanismus der Denaturierung 
beizutragen. 

Nachdem in einer früheren Mitteilung!) die Hitzeeinwirkung auf 
Seralbumin dargestellt worden ist, ist es Zweck der vorliegenden Unter- 
suchung, im Vergleich hierzu die Veränderungen dieses Eiweißkörpers 
bei Ultraviolettbestrahlung zu studieren. 

Was die vorliegende Literatur anbelangt, so widersprechen einander 
die gelegentlichen Angaben von Bowie und Schanz. So weist bereits Bovie ?) 
darauf hin, daß sich das durch ultraviolettes Licht koagulierte Eialbumin 
bezüglich seiner Löslichkeit in Alkohol, Wasser, verdünnten Säuren und 


Laugen nicht von seinem Hitzekoagulationsprodukte unterscheidet. 
Schanz?) äußert zwar die Meinung, daß Wärme und Licht die Eiweißkörper 


1) M. Spiegel-Adolf, diese Zeitsch. 170, 126, 1926; Kolloid-Zeitschr. 38, 
127, 1926. 

2) W. T. Bovie, Science, N. S., 87, 24, 1913. 

3) F. Schanz, Pflügers Arch. 164, 3, 1916. 
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in alkalischen und sauren Lösungen gleichsinnig verändern. Während 
jedoch das Hitzekoagulat von diesem Autor als irreversibel verändert auf- 
gefaßt wird, hält er das durch Belichtung gefällte Eiweiß nicht für denaturiert. 

Die systematischen Untersuchungen von J. H. Clark!) über den 
Vergleich der Koagulation von Eialbumin durch ultraviolettes Licht und 
Hitze sind an einem für die eingangs gestellte Frage wenig geeigneten Material 
ausgeführt worden. So hat sich Clark bei ihren Untersuchungen ausschließ- 
lich des Eialbumins bedient. In meinen Studien über die Hitzeveränderungen 
der Albumine konnte jedoch gezeigt werden, daß Ser- und Ovalbumin bei 
Hitzeeinwirkung verschieden reagieren. Nur das in elektrolytfreiem Zu- 
stande zur Koagulation gebrachte Seralbumin, nicht aber das Ovalbumin, 
vermag durch die weiter unten beschriebenen Eingriffe so verändert zu 
werden, daß es bislang weder durch physikalisch-chemische noch durch 
biologische Methoden vom genuinen Protein unterschieden werden kann. 
Ferner vermag gleichfalls nur das Seralbumin, in einem bestimmten Ver- 
hältnisse mit Säure erhitzt, zum größten Teile der Veränderung zu entgehen. 
Da nun gerade auf Grund dieser Erscheinungen, zu welchen noch ähnliche 
Befunde am Globulin?) kommen, gewisse Vorstellungen über den 
Mechanismus der Hitzeveränderungen der Proteine entwickelt worden sind, 
erschien es geboten, die betreffenden Lichtbestrahlungsversuche vor allem 
an Seralbumin durchzuführen. 


Da es in erster Linie auf die Erzielung von Resultaten ankam, 
die mit denjenigen der Hitzeveränderungsarbeit vergleichbar wären, 
so wurden in der vorliegenden Untersuchung die Bestrahlungsversuche 
auf die zwei Fragekomplexe beschränkt, die im wesentlichen den Inhalt 
der Hitzeveränderungsstudien ausgemacht haben, nämlich das Schicksal 
des elektrolytfreien Proteins bei Einwirkung des speziellen physikalischen 
Agens und den Einfluß, den Säure-, Laugen- und Salzzusätze auf 
diesen Vorgang ausüben. 


Das zur Verwendung kommende Material war ein durch Dialyse 
und Elektrodialyse bei wiederholtem Salzzusatz 3) aus Pferdeserum her- 
gestelltes Seralbumin, dessen Trockengehalt 0,4%, spezifische Leit- 
fähigkeit K = 5,46 . 10%, Wasserstoffionenaktivität ca = 5,30 . 1076, 
Aschengehalt 0,04%, betrugen. An dem gleichen Präparat wurde 
seinerzeit der größte Teil der Untersuchungen über die Hitzeeinwirkungen 
ausgeführt. 


Als Lichtquelle wurde der nicht mehr ganz neue Brenner einer 
Quarz-Hg-Dampflampe (Heräus, Hanau) verwendet, die mit Gleich- 
strom von 220 Volt Spannung betrieben wurde (Stromverbrauch 
2,5 Amp.). Die gebrauchte Lampentype war ‚Bach-Höhensonne“ 
mit einfachem Gehäuse ohne untere Halbkugelhälfte. Die zu be- 


1) J. H. Clark, Amer. Journ. of Physiol. 72, 230, 1925; 78, 649, 1925. 

2) M. Spiegel. Adolf, Kolloidchem. Beih. 20, 288, 1924; Kolloid-Zeitschr. 
85, 342, 1924. 

3) M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
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strahlenden Flüssigkeiten befanden sich während des Versuchs in 
durchsichtigen Quarzeprouvetten von Lem Durchmesser und 10cm 
Höhe, in 20cm Abstand von der Mitte des Quarzbrenners. Um die 
bei dieser geringen Distanz unvermeidliche Erwärmung der Flüssigkeit 
auszuschalten bzw. herabzusetzen und um die Wirkung dunkler Wárme- 
strahlen zu verringern, wurden die Quarzröhrchen während der Be- 
strahlung in einem mit Wasser gefüllten, mit Thermometer versehenen 
Gefäß aus durchsichtigem Quarz gehalten, dessen Fassungsraum etwa 
120 ccm beträgt. Es kommen demnach, abgesehen von der teilweise 
abgehaltenen dunklen Wärmestrahlung, die gesamten durch Quarz 
und Leitungswasser hindurchgehenden Strahlen der Hg-Dampflampe 
in Betracht. Gelegentlich weiterer, an anderer Stelle zu beschreibenden 
quantitativen Untersuchungen wurde auch festgestellt, daß bei der 
Quarzlichteinwirkung auf Eiweiß nur die Strahlen kürzerer Wellenlänge 
wirksam sein dürften, da bei Vorschaltung einer von Prof. Dorno ge- 
prüften Glasplatte!), die Strahlen biszuWellenlängen von 325 uu passieren 
läßt, die koagulierende Wirkung der Quarzlampenbestrahlung auf Ser- 
albumin ausbleibt. Daß die ultravioletten, von den sichtbaren befreiten 
Strahlen eine andere Wirkung hätten, ist in Hinblick auf die anta- 
gonistische Wirkung verschiedener Strahlenbezirke unwahrscheinlich. 
Durch häufigen Wasserwechsel wurde die Temperatur des Außen- 
gefäßes stets um 20% C gehalten. Stichproben mit Hilfe von geeigneten 
Thermometern im Innern der Quarzröhrchen ausgeführt, zeigten, 
daß die Temperatur der EiweiBlósungen 25° nicht überstieg. Die Be- 
strahlungszeit betrug fast in allen Versuchen zwischen 5 und 6 Stunden. 
Da nun aus technischen Gründen eine kontinuierliche Bestrahlung nicht 
möglich war, so mußte dieselbe stundenweise an verschiedenen Tagen 
ausgeführt werden. 


Es wurde zunächst das Verhalten des elektrolytfreien Seralbumins 
bei der Bestrahlung studiert. Die geringe Konzentration desselben 
(0,4 %,), die etwa derjenigen entspricht, die Stedman und Mendel?) in 
ähnlichen Versuchen verwendeten, wurde einerseits in Hinblick auf 
Erfahrungen von Fernau?) bei Radiumbestrahlungen des Albumins 
gewählt, nach welchen zunehmende Albuminkonzentrationen ähnlich 
wie Salz als Strahlenschutz wirken. Auch Wels und Thiele?) verwenden 
bei ihren Röntgenversuchen weit verdünnte, 0,2 bis 0,8°/,, Proteinsole. 
Andererseits war für die Versuche, die sich hauptsächlich mit dem 


1) W. Hausmann und A. Loewy, diese Zeitschr. 173, 1, 1926. 

2) H. L. Stedman und L. B. Mendel, Amer. Journ. of Physiol. 77, 
199, 1926. 

3) A. Fernau, diese Zeitschr. 167, 380, 1926. 

4) P. Wels und A. Thiele, Pfliigers Arch. 209, 49, 1925. 
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physiko-chemischen Verhalten des Niederschlags beschäftigten, eine 
gewisse Konzentration der Lösung wünschenswert!). 

Versuchsbeisprel 1?). Bei Verwendung der oben beschriebenen Versuchs- 
anordnung trat bereits nach wenigen Minuten eine sich rasch verstärkende 
Trübung auf, die im Laufe der ersten Stunde sich flockenförmig am Boden 
der Eprouvette absetzte. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, entfernt 
und die Bestrahlung fortgesetzt. Unter wiederholtem Bestrahlen (je 1 Stunde) 
und Abzentrifugieren gelang es bei einer Gesamtbestrahlungsdauer von 
5 Stunden 25 Minuten, praktisch (keine Veränderung beim Kochen des 
Filtrats, feinste Opaleszenz bei Zusätzen von Sulfosalicylsäure) die gesamte 
Proteinmenge zur Koagulation zu bringen. 

Um nun den Nachweis zu führen, daß bei dieser Fraktionierung 
der Bestrahlungsdauer eine etwaige Latenzwirkung keine Rolle spielt, 
und Experimente, bei welchen die Gesamtbestrahlungsdauer die gleiche 
ist, vergleichbar sind, wurde folgender Versuch ausgeführt: 

Versuchsbeispiel 2. Um die Bestrahlungswirkung zu verstärken und 
so die Versuchsdauer abzukürzen, wurden Proben der Eiweißlösung in 
flachen Schälchen, die in einem Wasser enthaltenden Gefäße standen und 
mit einer durchsichtigen Quarzplatte bedeckt waren, in 20 cm Distanz vom 
Brenner von oben her bestrahlt. Eine Probe, welche in dieser Weise un- 
unterbrochen durch 1%, Stunden der Wirkung der Quarzlampe ausgesetzt 
worden war, zeigte nachher praktisch vollständige Koagulation. Wurde 
eine zweite Probe an drei verschiedenen Tagen je eine halbe Stunde in 
gleicher Weise bestrahlt, so war das Ergebnis das gleiche. 

Eine Berücksichtigung der verzögerten Wirkung im Sinne von 
Stedman und Mendel ist somit bei der vorliegenden, ausschließlich 
qualitativen Untersuchungen angepaßten Versuchsanordnung nicht 
notwendig. 

Als Ergebnis dieser Experimente zeigt sich, daß elektrolytfreies 
Seralbumin, ähnlich wie die von anderen Autoren verwendeten, mehr 
oder minder gereinigten Präparate durch kurzwelliges Licht zur Aus- 
fällung gebracht wird*). Elektrolytzusätze, wie sie Schanz bei einem 
dialysierten, beim Erhitzen nicht fällbaren Eialbumin verwendet, sind 
hierzu nicht erforderlich, ebensowenig isoelektrische Reaktion des 
Albumins, wie es etwa Clark postuliert. Dieses Verhalten steht in 
voller Analogie zu den in den ‚„Hitzeveränderungen des Albumins” fest- 
gestellten Tatsachen, nach welchen das gleiche Produkt beim Sieden 
vollständig koaguliert. Auf das Zusammenfallen des Koagulations- 
bereiches und der Art der Koagulation des bestrahlten und erhitzten 


1) Die Eignung der hier gewählten Eiweißkonzentration geht eindeutig 
aus neuesten, noch unveröffentlichten ultraspektrographischen Unter- 
suchungen gemeinsam mit O. Krumpel hervor. 

2) Alle wiedergegebenen Versuche wurden mindestens einmal mit 
gleichem Ergebnis reproduziert. 

3) Ähnliche Ergebnisse konnten auch am elektrodialytisch gereinigten 
Linseneiweiß erzielt werden, über die an anderer Stelle berichtet wird. 
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Ovalbumins im isoelektrischen Bereich hat Clark bereits hingewiesen. 
Bei dieser weitgehenden Übereinstimmung erschien es um so nahe- 
liegender, die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Lichtkoagulats 
mit denjenigen des durch Hitzeeinwirkung erzeugten zu vergleichen. 
Von dem Hitzekoagulat war gezeigt worden, daß bei Behandlung mit 
einer zur Lösung des letzteren nicht völlig hinreichenden Menge n/100 
NaOH eine völlig klare Flüssigkeit entsteht; deren Laugengehalt 
kann elektrodialytisch vollständig beseitigt werden. wobei das gesamte 
Protein wasserlöslich bleibt und sich weder in physiko-chemischer noch 
in biologischer Beziehung vom genuinen Albumin unterscheiden läßt. 
Ein ähnlicher Versuch wurde daher auch mit dem Lichtkoagulat an- 
gestellt. 

Versuchsbeispiel 3. Das auf die oben beschriebene Weise erhaltene Licht- 
koagulat wurde mit Wasser gewaschen und teilweise mit einer verdünnten 
NaOH gelöst, so daß quantitativ das Verhältnis Protein : Lauge genau dem- 
jenigen entsprach, bei welchem das in Natronlauge gelöste, hitzegefällte Al- 
bumin restlos in lösliches Protein überführt werden konnte. Die Lösung des 
lichtgefällten Albumins nach Filtrieren war deutlich opaleszent; bei der 
Elektrodialyse, die mit dem gleichen Apparat und derselben Versuchs- 
anordnung wie die Versucheam hitzeveränderten Albumin ausgeführt werden 
konnte, fiel das Protein praktisch quantitativ aus. 


Das Ergebnis dieses Versuchs läßt sich dahin zusammenfassen, 
daß im Gegensatz zum Verhalten des Hitzekoagulats verdünnte Natron- 
lauge (und wie später noch gezeigt werden wird, auch andere, die 
Reversibilität des hitzegefällten Albumins bewirkende Zusätze) nicht 
imstande sind, die durch die Lichteinwirkung gesetzten Veränderungen 
aufzuheben. Diese Befunde sind nur in scheinbarem Gegensatz zu 
den einleitend erwähnten Befunden von Schanz, welcher aus der Alkali- 
löslichkeit des Lichtkoagulats auf dessen Reversibilität geschlossen 
hatte, ohne das Verhalten des letzteren nach Beseitigung des Alkali- 
zusatzes zu berücksichtigen. 

Die Tatsache, daß das Lichtkoagulat sich unter gleichen Be- 
dingungen verschieden verhält wie das Hitzekoagulat, legt wohl die 
Auffassung nahe, daß es ein von dem Ergebnis der Hitzefällung ver- 
schiedenes Produkt darstellt. Jedoch muß betont werden, daß diese 
Feststellung sich ausschließlich auf Koagulate bezieht, die unter den 
angegebenen Versuchsbedingungen zur Fällung gebracht worden sind. 
Es kann hier nicht entschieden werden, ob die Differenzen nur 
quantitativ sind oder ob denselben qualitative Verschiedenheiten der 
modifizierten Eiweißmoleküle zugrunde liegen. 

Bezüglich der ersteren Annahme läßt sich nur darauf hinweisen, 
daß bei der Bestrahlung eine Anordnung getroffen wurde, bei welcher 
noch gerade vollständige Eiweißfällung eintritt, während beim Erhitzen 
der Versuch so geleitet wurde, daß nach den Ergebnissen von M. und 
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S. P. L. Sörensen!) die längst mögliche Einwirkungszeit verwendet 
wurde, bei der gerade noch ein sekundärer Abbau des Hitzekoagulats 
vermieden werden konnte. Diese Verschiedenheiten der freilich nicht 
streng vergleichbaren Versuchsbedingungen ließen also eher ein um- 
gekehrtes Verhalten der beiden Koagulate erwarten. 

‚Anhaltepunkte für die Annahme einer qualitativen Veränderung 
liegen allerdings vor. So deutet schon der intensive Geruch, den be- 
strahltes Eiweiß annimmt, und den alle Autoren, mit Ausnahme von 
Mond?) (bei kristallisiertem Seralbumin), wahrgenommen haben, auf 
stattfindende tiefergehende chemische Umsetzungen. Es werden 
z. B. nach Neuberg?) Peptone und Proteine in Gegenwart metallischer 
Katalysatoren durch Belichtung zunächst hydrolysiert und dann 
desaminiert. Auch Pincussen*) konnte für Aminosäuren und Eiweiß- 
körper nachweisen, daß diese bei Belichtung in Gegenwart von Eosin 
eine Änderung ihrer optischen Drehung und eine Abspaltung von NH, 
zeigen. Auf die Bildung von Kohlensäure und Ammoniak bei der 
Photooxydation des Serums weist auch Gaffron®) hin. Schließlich hat 
Harris®) zeigen können, daß Serum oder Plasma bei Einwirkung von 
Ultraviolettbestrahlung (Quarz-Hg-Dampflampe) Sauerstoff aufnimmt. 
Es scheinen daher chemische Veränderungen im Sinne einer Oxydation 
bei der Bestrahlung von Proteinen mit ultraviolettem Lichte in sauer- 
stoffhaltigem Medium stattzufinden. Es: soll weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben, festzustellen, ob entsprechend neuesten Befunden 
von Samec?) an der Stärke auch Eiweißkörper bei Ultraviolett- 
bestrahlung in Sauerstoffabwesenheit eine Peptisation erfahren, zu 
welcher dann bei Zutritt von Oxyden noch Oxydations- und Hydrolyse- 
vorgänge kommen. 

Nicht außer acht gelassen soll der immerhin mögliche Einwand 
werden, das verschiedene Verhalten der beiden Koagulate beruhe auf 
dem Umstande, daß die Ultraviolettbestrahlung allein die Lipoide des 
Serums besonders verändere [was nach den modernen Kenntnissen 
über die Modifikationen, die Cholesterin®) durch ultraviolettes Licht 
erfährt, naheliegend erscheint] und so die relative Schwerlöslichkeit 
des Koagulats bedinge. Abgesehen davon, daß nur Löslichkeitsbeein- 


1) M. und S. P. L. Sörensen, C. r. d. trav. d. Lab. Carlsberg 15, 1, 1925. 

2) R. Mond, Pflügers Arch. 200, 374, 1923. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910. 

4) L. Pincussen, Biologische Lichtwirkungen. Ergebn. d. Physiol. 19, 
145, 1921. 

5) H.Gaffron, diese Zeitschr. 179, 157, 1926. 

6) D. T. Harris, Biochem. Journ. 20, 280, 1926. 

7) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 28, 377, 1927. 

8) Vgl. z. B. A. F. Hess, M. Weinstock und F. D. Helmann, Proc. of the 
soc. f. exp. biol. a. med. 22, 227, 1925. 
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flussungen von Globulinen!), nicht aber solche von Albumin, durch 
Lipoide bekannt sind, so sind nicht einmal diese ersteren Beziehungen 
unbestritten?) geblieben. Schließlich muß darauf verwiesen werden, 
daß nach Untersuchungen von Frankenthal?) bei durch Elektrodialyse 
ebenso wie bei durch Fraktionierung hergestelltem Seralbumin der 
Gesamtcholesteringehalt in der Globulinfraktion enthalten ist. Es 
erscheint somit nicht wahrscheinlich, daß die Verschiedenheiten des 
Hitze- und Lichtkoagulats ausschließlich auf differentes Verhalten 
der denselben anhaftenden Lipoide zurückzuführen ist. 


Untersuchungen über Veränderungen, die Seralbumin bei Be- 
strahlung in Gegenwart verschiedener Säuren- und Laugenzusätze 
erfährt, liegen meist in der Literatur als Angaben über das Verhalten 
eines so behandelten Proteins bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration vor. Zwecks Erzielung von mit den früheren Ver- 
suchen D vergleichbaren Angaben soll uns hier auch nur das Verhalten 
von in früheren Untersuchungen der Paulischen Schule physikalisch- 
chemisch genügend charakterisierten Verbindungen des Seralbumins 
mit Säuren und Laugen unter Einwirkung von ultraviolettem Lichte 
beschäftigen. 


Versuchsbeispiel 4. Es wurde zunächst Seralbumin mit Mengen HCl 
versetzt, welche erfahrungsgemäß noch nahezu vollständig gebunden 
werden, entsprechend 1 und 2g Protein auf 1. 10-? Äquivalent Salzsäure. 
Als Bestrahlungsdauer wurde diejenige Zeit gewählt, die bei der Beobachtung 
der gleichen Versuchsanordnung gerade zur vollständigen Koagulation des 
elektrolytfreien Seralbumins genügt hatte. Die beiden Röhrchen blieben 
vollständig klar. Wurden dann die bestrahlten Flüssigkeiten der Elektro- 
dialyse unterzogen, so fiel das Seralbumin praktisch quantitativ aus. 


Ein Kontrollversuch zeigte, daß diese Prozedur das mit der gleichen 
Säuremenge versetzte, genuine Protein unverändert läßt. 


Dieser Versuch zeigt, daß in Übereinstimmung mit Ergebnissen 
anderer Autoren, so Mond, Clark usw., Seralbumin bei saurer Reaktion 
keine sichtbaren Veränderungen unter Einwirkung der Quarzlampe 
erfährt. Dieses Verhalten ist in voller Analogie mit demjenigen des 
Proteins beim Gekochtwerden unter den gleichen Bedingungen. Nach 
Beseitigung des Elektrolyten zeigt sich jedoch, daß dieses Phänomen 
in den beiden Fällen auf verschiedenen Ursachen beruht. Während 
unter vergleichbaren Bedingungen der größere Teil des gekochten 
Seralbumins (bis 92%) keine nachweisbaren Veränderungen erfährt, 
ist das gesamte bestrahlte Protein wasserunlöslich geworden. 


1) H.Chick, Biochem. Journ. 8, Nr. 4, 1914. 

2) L. F. Hewitt, ebendaselbst 21, 216, 1927. 
3) K. Frankenthal, Zeitschr. f. Immunitátsf. 42, 501, 1925. 
*) M. Spiegel-Adolf, 1. c. 
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Diese Verschiedenheiten im Verhalten der Lösungen von Eiweiß- 
Salzsäureverbindungen beim Erhitzen und Bestrahlen ließen auch 
solche bei der Reaktion mit Neutralsalz erwarten. Entgegen der früher 
gangbaren Ansicht, daß durch Salzzusatz die in jedem Falle beim Er- 
hitzen von sauren oder alkalischen Eiweißlösungen stattfindende 
Denaturierung erst manifest werde, wurde in früheren Untersuchungen!) 
gezeigt, daß der Salzzusatz nur wirksam wird, falls er vor dem Erhitzen 
erfolgt und nicht, wenn der Zusatz zu der erhitzten und abgekühlten 
Flüssigkeit hinzugefügt wird. Dieses Verhalten wird auch dann beob- 
achtet, wenn die Eiweißlösung nach dem Erhitzen wasserunlöslich ge- 
wordenes Protein enthält. Wie verhält sich diesbezüglich bestrahltes 
Albumin ? 

Versuchsbeispiel $. Eine Probe Albumin + Salzsäure mit Kalium- 
chlorid versetzt, läßt Koagulation bei Erhitzen und Bestrahlen erkennen. 
Es tritt alsbald Trübung und Flockung auf. Das gleiche Phänomen läßt 
sich aber auch nachweisen, wenn man KCl (Endkonzentration von 0,2 n 
aufwärts, bei einer Endnormalität von 0,002 HC]) zu einer klaren, durch 
5 Stunden 25 Minuten bestrahlt gewesenen Albumin-HClI-Lösung zusetzt. 

Aus diesem Versuch geht demnach hervor, daß Salzzusatz zu 
Albuminchlorid vor der jeweiligen Einwirkung zwar scheinbar den 
gleichen Einfluß bei erhitztem und bestrahltem Seralbumin besitzt, 
hingegen zeigt die verschiedene Reaktion auf den nach der Bestrahlung 
bzw. nach dem Erhitzen zugefügten Salzzusatz, daß die Löslichkeits- 
bedingungen der verschieden behandelten Albuminproben sich geändert 
haben. 

In ähnlicher Weise wie beim Säurealbumin wurde die Einwirkung 
der ultravioletten Strahlen auf Laugenalbumin untersucht. 

Versuchsbeispiel 6. Für die Laugenalbuminlösung wird ein Verhältnis 
von l g Albumin auf 1.10-® NaOH gewählt. Die Lösung weist mit Aus- 
nahme des charakteristischen Geruchs nach 5 Stunden 25 Minuten dauernder 
Bestrahlung keine äußere Veränderung auf. Nach Elektrodialyse fällt 
das Eiweiß praktisch quantitativ aus. Auch hier blieb in Kontrollversuchen 
das in Laugengegenwart elektrodialysierte genuine Eiweiß wasserlöslich. 

Im Gegensatz zum Säurealbumin zeigt das Verhalten des Laugen- 
albumins beim Bestrahlen und Erhitzen insofern eine weitgehende 
Übereinstimmung, als in beiden Fällen wasserunlösliche Produkte 
entstehen, zu deren Lösung die Menge der vorhandenen Lauge genügt. 
Diese Übereinstimmung erstreckt sich auch auf die Reaktion mit 
Neutralsalz. 


Versuchsbeispitel 7.  Neutralsalz in Konzentrationen von 0,05 
bis 1,0n vor der Bestrahlung von Seralbumin in alkalischer Lösung 
(Endnormalität 0,002 n) zugesetzt, bewirkt nachherige Trübung und 


1) M. Spiegel-Adolf, 1. e. 
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Flockung. Der Salzzusatz bei alkalischer Reaktion ist jedoch ohne 
sichtbaren Einfluß auf die bereits bestrahlte Probe. 


Von besonderem Interesse für die hier diskutierten Probleme 
erschien eine Prüfung des Verhaltens des Albumins bei Zusätzen von 
Neutralsalzen, Salzen mit mehrwertigen und asymmetrisch gebauten, 
komplexen Ionen. Bei der Untersuchung der Wirkung von Neutral- 
salzen (KCl) auf die Lichtkoagulation des Seralbumins wurden außer 
dem direkten Vergleich mit dem Verhalten des Albumins beim Er- 
hitzen noch die Ergebnisse der Radiumwirkung auf Eiweißkörper 
berücksichtigt. Untersuchungen von Fernau und Pauli!) und von 
Fernau?) haben gezeigt, dal der Gegenwart von Neutralsalz in der 
oben erwähnten Konzentration eine hemmende Wirkung der Eiweiß- 
flockung durch Radiumbestrahlung zukommt. Neueste Untersuchungen 
mit Hilfe des Ultramikroskops von A. Fernau und M. Spiegel- Adolf?) 
konnten dies bestätigen. Der Vergleich zwischen der Wirkung der 
Radium- und der Ultraviolettbestrahlung auf Protein, die einer eigenen 
Mitteilung vorbehalten wird, ist durch die Auffassung von Clark nahe- 
gelegt worden, nach welcher die durch Ultraviolettbestrahlung be- 
dingte Denaturierung auf eine Ladungsänderung durch Elektronen- 
verlust zurückgeführt wird. 


Versuchsbeispiel 8. Seralbumin wird in Gegenwart von KCl (End- 
konzentration 0,1 bis 0,5 n) in der üblichen Weise bestrahlt; es tritt in kurzer 
Zeit Trübung und Flockung auf. 


Daraus läßt sich entnehmen, daß wie bei der Hitzeeinwirkung und 
im Gegensatz zu der Radiumbestrahlung auch bei der Ultraviolett- 
belichtung Neutralsalzgegenwart nicht genügt, um die Fällung des 
Proteins zu verhindern. 


Schon in einer Untersuchung am Globulin®) konnte ich seinerzeit 
feststellen, daß Lösungen dieses Proteins in AlCl, und Na,-Citrat sich 
beim Erhitzen wie Säure- und Laugenglobulin verhielten. Noch un- 
veröffentlichte Untersuchungen am Seralbumin lassen erkennen, daß 
die sichtbaren Veränderungen des letzteren beim Erhitzen in Gegen- 
wart von AlCl, durch Konzentrationen bereits gehemmt werden, die 
ungefähr derjenigen einer in diesem Sinne wirksamen HCl entsprechen. 
Nach Dialyse ist kein hitzekoagulables Eiweiß mehr nachweisbar. 
Na,-Citrat hingegen hemmt wohl in relativ niedrigeren Konzentrationen 
bis 0,1 n; bei 0,5 Endnormalität tritt aber beim Kochen in der früher 
vollkommen klaren Lösung deutliche Opaleszenz auf. 


1) A Fernau und Wo. Pauli, Kolloid-Zeitschr. 80, 6, 1922. 
23) A. Fernau, ]. e 

2) Im Druck. Erscheint in der Klin. Wochenschr. 

t) M. Adolf, Kolloidchem. Beih. 20, 138, 1924. 
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Versuchsbeispiel 9. Eiweiß bei einer A1Cl,-Konzentration von 0,5 n be- 
strahlt, zeigt keine sichtbare Veränderung. Nach Dialyse ist ein Teil des 
Albumins noch hitzegerinnbar. Bei einer Na,-Citratkonzentration von n/10 
tritt schon nach einer einstündigen Bestrahlung Trübung ein. Hingegen wird 
eine solche trotz 5 Stunden 25 Minuten langer Bestrahlung bei Verwendung 
höherer Salzkonzentrationen (0,5n) vermißt. 


Das bestrahlte Protein erweist sich nach dialytischer Beseitigung des 
Salzzusatzes als denaturiert. 


Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, scheinen auch Salze mit 
dreiwertigen Ionen die Veränderungen des Proteins beim Erhitzen und 
bei Bestrahlung in verschiedenem Sinne zu beeinflussen. 


Auf die Sonderstellung, die den Rhodanverbindungen in bezug 
auf Eiweiß und besonders auf dessen Hitzeveränderlichkeit gegenüber 
anderen Neutralsalzen zukommt, hat Pauli!) schon vor vielen Jahren 
verwiesen und für dieses, auch von anderen Autoren bestätigte Ver- 
halten eine Erklärung?) versucht. Danach würden die Besonderheiten 
im Verhalten des Rhodansalzes auf dem asymmetrischen Aufbau seines 
komplexen Anions beruhen. In jüngster Zeit hat nun Willheim®) den 
Nachweis erbracht, daß nebst anderen Salzen das Rhodankalium die 
Fähigkeit besitzt, in Siedehitze hitzegefälltes Eiweiß zu lösen, welches 
dann nach dialytischer Beseitigung des Neutralsalzes Alkohol- und 
Hitzefällbarkeit wieder aufweist. Nachdem zunächst in eigenen Ver- 
suchen an dem hier verwendeten Eiweißmaterial bei einer Salzend- 
konzentration von etwa 5n die Befunde von Willheim unter Ver- 
wendung der Elektrodialyse bestätigt werden konnten, wurde der 
Einfluß des Rhodankaliums auf das zu bestrahlende Eiweiß untersucht. 

Versuchsbeispiel 10. Seralbumin wurde, mit gleichen Teilen gesättigter 
Rhodankaliumlösung versetzt, der Bestrahlung unterworfen. Schon nach 
wenigen Minuten tritt Trübung und Flockung auf. 

Im Gegensatz zur Wirkungsweise des Rhodankaliums gegenüber 
Seralbumin beim Erhitzen vermag bei Belichtung dieses Salz weder 
das Entstehen eines Fällungsprodukts zu verhindern, noch dasselbe 
bei fortgesetzter Bestrahlung, entsprechend dem von Willheim an- 
gegebenen erneuten Aufkochen nach Salzzusatz, aufzulösen. 


Aus der Gesamtheit der hier vorliegenden Versuche, die in der 
beigefügten Tabelle zusammengestellt sind, läßt sich folgendes fest- 
stellen: Die durch Lichteinwirkung hervorgerufene Fällung des Ser- 
albumins kann durch diejenigen Mittel, welche das analoge Produkt 
der Hitzeeinwirkung im Sinne einer Reversibilität beeinflussen, nicht 


1) Wo. Pauli, Hofmeisters Beitr. 9, 415, 1908. 

2) Derselbe, Eiweißkörper und Kolloide, zwei Vorträge. Julius Springer, 
1926. 

3) R. Willheim, diese Zeitschr. 180, 231, 1927. 
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Tabelle I. 
Verhalten des Seralbumins bei: 


Eigenschaften des 
elektrodialysierten 
Koagulats 


Salzeinwirkung 


| 
e |  Sichtbare 
Zusatz | Veränderung 


Bestrahlen 
0 | Flockung | Lóslich in Na OH, — d — 
| wasserunlöslich | 
| nach elektrodialyti- 
scher Beseitigung 
der Lauge 
H Cl 0 Wasserunlóslich | Flockung Flockung 
Na O H 0 ep ” 0 
KCl | Flockung — — — 
Al Cl; | 0 Unlöslich neben — — 
| wasserlóslichem 
| Eiweiß 
ng: 0,1n | Trübung 
NZitret 5 e Unlöslich =- — 
KCNS Flockung Wasserunlöslich || 
Erhitzen 
0 | Flockung | Löslich in NaOH, — — 
| wasserlöslich 
| nachelektrodialyti- 
scher Beseitigung 
| der Lauge 
HCl il d 920/, wasserlöslich | Flockung 0 
NaOH | 0 Wasserunlöslich = 0 
KCl Flockung — — — 
AlCl; 0 Wasserunlóslich — Se 
m: O1n 0 — — SES 
Na Zitrat 05n ' Trübung =: | — — 
KCNS A 0 Wasserloslich || — — 


in der gleichen Weise modifiziert werden. Lichtveränderung des 
Proteins tritt zum Unterschied seines Verhaltens beim Erhitzen trotz 
Gegenwart von Säuren und Salzen mit komplexen Ionen, aber auch 
bei Zusätzen von Lauge, Neutralsalzen und solchen mit mehrwertigen 
Ionen ein. Der Ionisationszustand oder ein bestimmter Ladungssinn 
scheinen somit in Übereinstimmung mit den Befunden von Nordensen!) 
an anorganischen Kolloiden keine Rolle bei der Lichtdenaturierbarkeit 
zu spielen. Es bestehen Unterschiede in der Salzfällbarkeit des unter 
vergleichbaren Verhältnissen erhitzten und belichteten Seralbumins. 
Führen wir somit in Anlehnung an Bovie?) eine Unterteilung der Licht- 
einwirkung in Denaturierung und nachträgliche Koagulation durch, 
s kommen wir auf Grund ausschließlich physiko-chemischer Versuchs- 


1) H. Nordensen, Zeitschr. f. physikal. Chem. 90, 603, 1915. 
2) W. T. Bovie, Science 87, 373, 1913. 
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ergebnisse zu dem Resultat, daß unter bestimmten Versuchsbedin- 
gungen die am Seralbumin durch Ultravioletteinwirkung hervor- 
gerufenen Veränderungen von denjenigen, welche das Erhitzen bedingt, 
verschieden sind. Diese Verschiedenheiten scheinen zunächst eine 
erhöhte Unlöslichkeit des bestrahlten Seralbumins zu bedingen. Es 
soll zwar hier noch nicht versucht werden, nur auf Grund physiko- 
chemischer Befunde Schlüsse auf die chemischen Veränderungen selbst 
zu ziehen, die das Proteinmolekül bei der Belichtung erfährt, sondern 
nur darauf verwiesen werden, daß beim bestrahlten Seralbumin alle 
jene Momente fehlen, auf Grund welcher die Hitzeveränderungen im 
wesentlichen als durch Ringschluß endständiger Gruppen bedingt 
gedeutet worden sind. Bei der hier nachgewiesenen Verschiedenheit 
des erhitzten und bestrahlten Seralbumins erscheint es begreiflich, 
daß dasselbe durch anwesende Elektrolyte verschieden beeinflußt 
wird, so daß sichtbare Koagulation nicht immer unter gleichen Ver- 
suchsbedingungen eintritt. 


Die Verschiedenheiten in den Entstehungsbedingungen und den 
Eigenschaften der Hitze- und Lichtkoagulate bei den in vitro vor- 
genommenen Versuchen lassen es jedenfalls währscheinlich erscheinen, 
daß diese auch unter komplizierteren, biologischen Versuchsbedingungen 
bestehen. Danach müßte Vergleichen der Hitze- und Lichteinwirkung, 
wie z. B. der von Azuma!) vorgenommenen Analogisierung eines Licht- 
rigors des bestrahlten Skelettmuskels mit der Wármestarre eine gewisse 
Vorsicht entgegengebracht werden. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Untersuchung wird das Verhalten von 
Seralbumin in elektrolytfreiem Zustande und in Gegenwart von Säure, 
Lauge und verschiedenartiger Salze unter dem Einfluß von ultra- 
violetten Strahlen festgestellt und mit den Erscheinungen bei Hitze- 
einwirkung unter entsprechenden Bedingungen verglichen. Ferner 
werden einzelne Eigenschaften der dabei entstehenden Koagulate 
gegenübergestellt. 


2. Elektrolytfreies Seralbumin koaguliert bei Einwirkung von 
ultraviolettem Lichte wie beim Erhitzen. 


3. Das Koagulat läßt sich durch Behandlung mit Natronlauge 
und nachfolgender Dialyse nicht wie das Hitzekoagulat in ein wasser- 
lösliches Produkt überführen. 


4. Bei Gegenwart von Säure und Lauge wird Seralbumin durch 
Bestrahlung auch unter Bedingungen verändert, bei welchen es, der 


1) V. Azuma, Proc. of the Roy. Soc., Ser. B, 101, 24, 1927. 
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Hitzeeinwirkung ausgesetzt, zum größten Teile der Veränderung 
entgeht. 


5. Im Gegensatz zum hitzeveränderten wird in HCl-Gegenwart 
bestrahltes Seralbumin auch durch nachträglichen Salzzusatz zur 
Ausfällung gebracht. Hingegen zeigen in NaOH-Gegenwart erhitztes 
und bestrahltes Protein gegenüber Neutralsalzen ein ähnliches Verhalten. 


6. Neutralsalzzusatz verhindert auch in höheren Konzentrationen 
nicht das Ausfallen des Seralbumins bei Bestrahlung; die Ausflockung 
wird durch Gegenwart von Salzen mit mehrwertigen Ionen gehemmt. 
Hingegen vermag Rhodankalium im Gegensatz zu seiner Beeinflussung 
der Hitzeeinwirkung weder die Lichtfällung zu verhindern, noch das 
Koagulat in Lösung zu bringen. | 

Die hier vorläufig mitgeteilten Untersuchungen werden in ver- 
schiedenen Richtungen fortgesetzt. 
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Über die Beeinflussung 
der Strahlen- und Wasserhämolyse durch Arsen. 


Von 
L. Löhner. 


(Aus dem Schweizerischen Institut für Hochgebirgsphysiologie 
und Tuberkuloseforschung in Davos und dem Physiologischen Institut 
der Universität Graz.) 


(Eingegangen am 11. April 1927.) 


I. 


Es hieße heute wohl einen Gemeinplatz breittreten, wenn man 
näher darauf eingehen würde, wie die durch verschiedenartige Agenzien 
veranlaßten Hämolysen ihrem Mechanismus nach ebenso vielseitig 
ablaufen, als sie sich in ihrem Endeffekt gleichen. Die zum Austritt 
des Blutfarbstoffs führenden, zweifellos mannigfaltigen Mechanismen 
waren und sind nur zum Teil der direkten experimentellen Unter- 
suchung und Beobachtung zugänglich; in überwiegender Weise wurden 
die entsprechenden Vorstellungen auf indirekten Wegen gewonnen 
und erschlossen. 

Dem Mechanismus nach werden heute gewöhnlich folgende 
Hämolysearten unterschieden, um in Kürze ein paar orientierende 
Hinweise über die geläufigsten Vorstellungen in dieser Hinsicht zu 
geben: der Hämoglobinaustritt nach mechanischer Verletzung und 
Zertrümmerung der Wand (Verreiben mit Sand usw.), durch osmotische 
Wandüberspannung und Quellung [hypotone Außenmedien; ver- 
mutlich auf diese Weise (Wasserwirkung) auch durch Gefrieren und 
Auftauen], durch Schmelzen von Wandbestandteilen (Wärmewirkung 
auf Fett- und Lipoidstoffe), durch Lösung und Extraktion von Wand- 
bestandteilen (Alkohol-, Äther-, Aceton , Chloroformwirkung usw. auf 
Fett- und Lipoidstoffe), durch H- und OH-Ionenwirkung auf Wand- 
bestandteile [Säuren- und Basenwirkung, vermutlich durch katalytische 
Spaltung der fettähnlichen Substanzen (H-Wirkung) und Verseifung 
(OH-Wirkung)], durch spezifisch elektrische Wandveränderungen (Kon- 
densatorentladungen; abgesehen von elektrischen Wärme- und Elektro- 
lysewirkungen), durch Strahlungsenergie-Wandbeeinflussung (Licht-, 
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Ultraviolett-, Röntgen- und Radiumstrahlen) und schließlich durch 
verschiedenartig spezifische Wandveränderungen infolge der Ein- 
wirkung von Blutgiften und Hämolysinen. Im einzelnen gibt es hier 
noch viel Hypothetisches und Ungeklärtes. 

Im Zusammenhang mit den Mechanismusproblemen hat auch die 
wechselnde Erythrocyten-Widerstandskraft oder -Resistenz gegen hämo- 
lysierende Agenzien viel Beachtung gefunden. Sowohl] die Widerstands- 
kraft der Blutkörperchen verschiedener Tierarten gegen ein und das- 
selbe Agens, wie die einer Art gegen verschiedene Agenzien kann be- 
kanntlich große Unterschiede zeigen. In ersterer Beziehung sei z. B. 
auf den durch Rywosch!) nachgewiesenen, artbedingten Antagonismus 
zwischen Saponin- und Wasserresistenz verwiesen. Von Bedeutung 
sind ferner die individuellen Resistenzunterschiede gegen ein bestimmtes 
Agens und die individuelle Resistenzbreite gegen ein solches; es zeigt 
sich nämlich, daß zwischen den gegenüber einem bestimmten Agens 
am meisten und am wenigsten resistenten Erythrocyten eines Indivi- 
duums ein beträchtlicher Abstand besteht. Lang?) fand z. B. bei Unter- 
suchungen über Hypotoniehämolyse den verschiedenen Resistenzgrad- 
abstufungen entsprechenden Hämolyseeintritt im Intervall zwischen 
0,3- und 0,6% NaCl-Lösungen. 


II. 


Resistenzgradänderungen nach beiden Richtungen hin können 
unter bestimmten Bedingungen eintreten und sind zum Teil auch 
experimentell zu erzielen. 

Die photobiologische Sensibilisation läßt sich in gewissem Sinne 
als eine Resistenzminderung gegenüber strahlender Energie auffassen. 
Zeigt die fast überreiche Literaturproduktion der letzten Jahre über 
Lichtsensibilisierung und Sensibilisatoren, wie eingehend man sich mit 
diesen Fragen beschäftigt hat, so fällt um so mehr auf, wie spärlich 
bisher die Forschungstätigkeit nach der entgegengesetzten Seite hin 
gewesen ist. Die wenigen Arbeiten, die in dieser Richtung erschienen 
sind, befassen sich ausschließlich mit einer photobiologischen De- 
sensibilisation in dem Sinne, den Erfolg einer vorausgegangenen, 
durch Sensibilisatoren erzeugten Sensibilisierung wieder rückgängig 
zu machen, also zu mindern oder aufzuheben). Untersuchungen, die 
auf eine Resistenzsteigerung unvorbehandelter, nichtsensibilisierter 


1) D. Rywosch, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 116, 229 bis 251, 1907; 
157, 587 bis 601, 1914; Zentralbl. f. Physiol. 25, 848 bis 851, 1911; 28, 
57 bis 59, 1914. 

2) M. Lang, Zeitschr. f. klin. Med. 47, 153, 1902. 

3) Vgl. hierzu Literaturangaben bei W. Hausmann und L. Lóhner, 
diese ZeitscHr. 178, 7 bis 13, 1926. 
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Erythrocyten gegen Strahlenhämolyse abzielen, liegen meines Wissens 
nicht vor. 

Wohl aber ist durch Gunn!) eine solche Resistenzsteigerung gegen 
andere Hämolysearten bekanntgemacht worden. Er zeigte in einer 1908 
erschienenen Arbeit, daß Arsenverbindungen, speziell Arsentrioxyd 
(Arsenious acid), die Erythrocytenresistenz gegen Wasserhämolyse, in 
einer zweiten, 1911 zusammen mit Feltham?) veröffentlichten Mitteilung, 
daß sie sie auch gegen Saponinhämolyse (Cyclamin) und gegen Gallen- 
hämolyse (Sodium glycocholate) erhöhen. Die Durchführung der Gunn- 
schen Grundversuche läßt sich in folgender tabellenmäßiger Darstellung 
am raschesten wiedergeben. 


Tabelle I. 

40], Erythro» 0,020), PERA | 
8 cytensuspension | von As, > AAN H20O+Zusatz | Hämolyse» | Flüssigkeitssäule 
2 Um 0,85%/, Na Cl. | 0,850], EN “cl Lósung nach 1 Std. befund iiber ensatz 
© Lösung Lösung | sofort nach 15 Std. 
D com be ccm 
1 | schwach | leicht gefärbt 
2 stark stark gefärbt 
3 fehlend farblos 

Bei diesen Versuchen handelte es sich also um — bezogen auf 


die Gesamtflüssigkeitsmenge — 1% Erythrocytensuspensionen, für 
die der menschlichen Fingerbeere entnommenes, frisches Blut Ver- 
wendung fand. Der Wasserhämolyseeffekt wurde aus der sofortigen 
stärkeren oder schwächeren Aufhellung (Lackfarbigwerden) der Probe 
und aus dem Färbungsgrad der Flüssigkeitssäule nach Absetzen des 
Bodensatzes bei Vergleich mit Kochsalzkontrollen (Röhrchen Nr. 3) 
erschlossen. Eine Vorbehandlung der Erythrocyten mit einer (nach 
Zusammenbringen der Komponenten) 0,01% Arsentrioxydlósung ver- 
ursachte eine unverkennbare partielle Hämolysehemmung, erhöhte 
also die Resistenz gegen Wasserhämolyse. Gunn konnte in weiteren 
Versuchen noch die Feststellungen machen, daß diese Resistenz- 
steigerung durch Arsenbehandlung fast sofort eintritt und keine längere 
Vorbehandlungsdauer erfordert, daß Arsentrioxydverdünnungen bis 
zum Grenzwert von etwa 1:400000 sich wirksam erweisen und daß 
das Blutplasma oder Serum bei diesen Vorgängen keine Rolle spielt, 
da „gewaschene“ und ,jungewaschene” Blutkörperchen sich ganz 
gleich verhalten. Die Resistenzerhöhung scheint durch eine augen- 
blicklich erfolgende Bindung oder Adsorption des Arsens an die Körper- 
chensubstanz zu erfolgen und bleibt durch nachträgliche Waschungen 
mit Kochsalzlösung unbeeinflußt. Gleiche Ergebnisse wie mit Arsenik 


1) J. A.Gunn, Brit. Med. Journ. 1908, II, S. 145 bis 147. 
2) J.A.Gunn and W.J. Feltham, ebendaselbst 1911, I, S.'134 und 135. 
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(Arsenious acid) ließen sich in dieser Hinsicht auch mit anderen Arsen- 
verbindungen (Sodium arsenite und Sodium arsenate) erzielen. 

Die Gunnschen Befunde konnten durch Strasser und Neumann!) 
bestätigt werden, die den Hämolyseeintritt bei Eintragen von Blut in 
eine Röhrenreihe mit fallenden NaCl-Konzentrationen mit und ohne 
Zusatz kleinster Mengen arseniger Säure (1:500000) untersuchten. 
Bei Arsenzusatz verschob sich der Hämolyseeintritt in der Richtung 
der verdünnteren Lösungen um einige hundertstel Prozent; es war 
also eine Resistenzsteigerung eingetreten. 

Die genannten Forscher konnten eine ähnliche Beeinflussung des 
Blutes aber auch in vivo bei Arsenmedikation feststellen. Die Isotonie- 
werte der Erythrocyten fielen nach Arsenbehandlung sichtlich und 
bedeutend, ,,was, auf die Resistenzfähigkeit der Blutzellen übertragen, 
ein Anwachsen dieser ihrer Eigenschaft bedeutet" Bei Versuchen, 
die zu dem Zwecke angestellt worden waren, ‚den Gang der Isotonie 
und des Hämoglobingehalts nebeneinander zu verfolgen‘, ergaben sich 
die Tatsachen, daß unter Arsenmedikation (intramuskuläre Injektionen 
von Natr. kakodylicum ; per os-Verabreichung von Solut. Arsen. Fowleri) 
die Isotoniewerte auch dann sanken, wenn der Hämoglobingehalt 
anstieg. Strasser und Neumann folgern aus den von ihnen erhobenen 
Befunden, daß das Arsen eine wahre Steigerung der protoplasmatischen 
Resistenz der Blutzellen bewirkt. 

Anknüpfend an diese Beobachtungen und mit Bezugnahme auf 
die früher gegebenen Hinweise über Strahlenhämolyse und das Fehlen 
jedweder Erfahrungen über eine diesbezügliche primäre Resistenz- 
steigerung erschien es mir wünschenswert, Arsenvorbehandlungsversuche 
zu diesem Zwecke heranzuziehen. 


II. 


Die hämolysierende Wirkung der kurzwelligen Strahlung künst- 
licher Lichtquellen auf nicht vorbehandelte Erythrocyten wurde zuerst 
1906 von Schmidt-Nielsen?) und Busck?) (konzentriertes Kohlenbogen- 
Finsenlicht), später von Dreyer und Hansen*t) (Banglampe mit ab- 
gekühlten Silberelektroden), Hasselbalch’) (Kromayers Quarz-Queck- 
silberlampe) und anderen festgestellt und studiert. Daß aber auch 
eine Strahlenhämolyse nichtsensibilisierter Erythrocyten durch Sonnen- 


1) A. Strasser und F. Neumann, Med. Klinik, Jahrg. 1909, Nr. 34, 
S. 1 bis 10. 

2) S. Schmidt-Nielsen, Mitt. d. Finsens Med. Lichtinstituts 10, 1906; 
Nyt Magazin for Naturvidenskab 1909. 

3) Q. Busck, diese Zeitschr. 1, 425, 1906. 

4) G. Dreyer et O. Hansen, C. r. Acad. Paris 145, 1907. 

5) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435 bis 493, 1909. 
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bestrahlung im Höhenklima zustande kommen kann, wurde erst 1926 
durch Hausmann und Loewy!) im Davoser Forschungsinstitut be- 
wiesen. Die genannten Forscher fanden, daß in der Höhenlage von 
Davos (1560 m Seehöhe) bereits die Frühjahrssonne ab Ende Februar 
unvorbehandelte Kaninchenblutkörperchen zu hämolysieren vermag, 
wenn sehr verdünnte Aufschwemmungen (1:500 und 1:1000) dem 
Sonnenlicht ausgesetzt werden. Unbedingt notwendig erwies es sich 
bei diesen Untersuchungen, den Grad der Hämolyse nicht nur un- 
mittelbar nach dem Aufhören der Bestrahlung zu bestimmen, sondern 
wegen der Nachwirkung (,|pphotochemische Induktion‘ nach Bunsen 
und Roscoe, , Latenzzeit'* nach Dreyer und Hansen) noch eine mindestens 
24stündige Beobachtungsdauer anzuschließen. 

Ich nahm die Gelegenheit wahr, die ersten einschlägigen Versuche 
gleichfalls im Davoser Forschungsinstitut im Winter 1926/27 in Angriff 
zu nehmen. Zuerst war zu prüfen, ob auch die Wintersonne (Dezember- 
Januar) in Davos Hämolyse hervorzurufen imstande ist. 

Die angewendete Technik und Methodik, die in den wesentlichen 
Punkten jener von Hausmann und Loewy folgt, läßt sich dem als Beispiel 
angeführten, nachfolgenden Versuchsprotokoll entnehmen. 

Versuchsprotokoll 3. 27. Dezember 1926. Verwendung findet eine 
0,1% Suspension von defibriniertem Hühnerblut in 0,9% NaCl-Lósung 
(Natriumchlorid pro analysi Merck, um etwaige Verunreinigungen mit 
Lichtkatalysatoren im Sinne Neubergs ausschließen zu können). Die Aus- 
maße sämtlicher Quarz- und Glasróhrchen sind Höhe 10 cm, Weite 1 cm, 
Fassungsraum 5 ccm. Alle Röhrchen werden mit je 2 ccm der Erythrocyten- 
aufschwemmung beschickt. Während der Bestrahlung stehen die Röhrchen 
zwecks Ausschluß der Wärmewirkung in einem Quarz- bzw. Glasbecherglas 


mit Wasserdurchfluß. Bestrahlung während der Mittagsstunden in hellem 
Sonnenschein?). Versuchsanordnung und Befunde laut Tabelle II. 


Tabelle II. 
BZ T Röhre PETA Bestrablungs- Hämolysebefund 

Nr. | SEH ZER sofort Ar nach 24 Stunden 
1 GE Quarz | £ | 12—14b '\ le puren 1 fas | fast komplette 
2 | = e E 12—14 d vertärbung Hämolyse 
A E Ge = ES RE | ] starke Hämolyse 
5 | Glas Quarz £50 | 12—14 > | schwáchere Hámo- 
6 S 3 83 Z 12—14 a lyse 
MA = Glas (2% > 12—14 A ] sehr schwache 
sua ”n “gal 12-14 " E | Hämolyse 
9 e e = © 1, Dunkel- | | å | negativ 

10 | a ez 3 kontrolle | ý ý 


1) w. Hausmann und A. Loewy, diese Zeitschr. 178, 1 bis 6, 1926. 
2) Auf die wünschenswerte Bestimmung der Ultraviolettstrahlungs- 
intensität der Sonne (Cadmiumzelle) während der Versuchszeit mußte 
leider aus äußeren Gründen verzichtet werden. 
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Die Ergebnisse fielen also positiv aus, bestätigten die Hausmann- 
Loewyschen Angaben über Strahlenhämolyse nschtsensibilisierter Erythro- 
cyten im Höhenklima und ergänzten sie dahin, daß auch bereits die 
Ultraviolettstrahlungsintensität der Wintersonne in Davos groß genug 
ist, diesen Effekt zu erzielen. Die Befunde der genannten Autoren 
wurden auch in der Richtung erweitert, daß verschiedene Blutarten 
(Mensch, Schwein, Rind, Ratte, Huhn) untersucht wurden. 


IV. 


Nach Abschluß dieser Vorversuche wurde zu den Versuchsreihen . 
mit Arsenvorbehandlung übergegangen, die in sinngemäß gleicher 
Anordnung wie die vorstehenden durchgeführt wurden. Selbst- 
verständlich konnte man sich hierbei auf die Kombination Quarz- 
róhrchen und Quarzkühlgefäße beschränken. Entsprechend den Gunn- 
schen Versuchen wurden zu Vorbehandlungszwecken in erster Linie 
Lösungen von As,O, (Arsentrioxyd) verwendet, in denen bekannt- 
lich H} AsO}, (Arsenige Säure, Acidum arsenicosum, Arsenious acid) 
vorhanden ist, weshalb diese, chemisch genommen, zu sondernden 
Bezeichnungen ja auch vielfach synonym gebraucht werden. Die 
Präparate stammten von den Firmen Th. Schuchardt, Görlitz, und 
E. Merck, Darmstadt. Von letzterer Firma war auch das Arsensáure- 
práparat (Acidum arsenicicum purum), von Friedr. Bayer & Co., 
Leverkusen, ein organisches Arsenpráparat mit 36,4%, As-Gehalt 
bezogen worden. Wie Gunn verwendete ich Stammlösungen von 
1:5000 in 0,85%, NaCl-Lösung (Natriumchlorid pro analysi Merck). 

Die Versuche wurden für gewöhnlich nach dem Schema: 2ccm 
0,29, Erythrocytensuspension + 2 cem 0,02%, As-Lösung bzw. deren 
weiteren Verdünnungsstufen angesetzt und nach einstündiger Ein- 
wirkungsdauer der Bestrahlung unterworfen. Auch für diese Proben 
war die Nachbeobachtungsdauer mindestens 24 Stunden. 


In keinem dieser Bestrahlungsversuche mit Höhensonne oder 
künstlichen Lichtquellen ließ sich ein Erfolg der Arsenbehandlung im 
Sinne einer unverkennbaren Hemmung oder Verzögerung der Strahlen- 
hámolyse, d. h. also einer Resistenzsteigerung gegen strahlende Energie, 
feststellen. Zum Teil ergab sich mit Bezug auf Grad und Eintritt der 
Hämolyse gegen unvorbehandelte Kontrollen überhaupt kein nennens- 
werter Unterschied, in der Mehrzahl der Fälle hatte aber unter den be- 
stehenden Bedingungen der Arsenzusatz einen ausgesprochen Hämolyse 
begünstigenden Einfluß. Das nachfolgend abgedruckte Versuchsprotokoll 
diene als Beleg für diese erhobenen Befunde. 


Versuchsprotokoll 21. 6. Januar 1927. Verwendet wird 0,4%, Sus- 
pension von defibriniertem Rinderblut in 0,85% NaCl-Lösung (Natrium- 
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chlorid pro analysi Merck) und 0,02 9%, As,O,-Lösung in 0,85% Na Cl-Lósung 
(obiger). 

Strahlungsquelle: Quarz-Quecksilberlampe System Hanau (220 Volt, 
6,5 Amp.). Bestrahlung in 50 cm Abstand. Proben in Quarzróhrchen und 
Quarzkühlgefäß wie Versuchsprotokoll 3. 


Tabelle III. 


| Röhrcheninhalt 


Röhrchen | Blutes | As,Oz.NaCl. 
suspension ösung 
Nr. | ccm com 


| 
| Des trate Hämolysebefund nach 
| lungsdauer 34 Stunden 


m Minuten | 


== — _  _ _ >__Ae o e e EEE 


| 2 a a 
2 | 2 0,5 1,5 30 ‚ fast komplette Hämolyse 
3 2 0,2 18 1 30 |) | 

5 > > a | 20 ] partielle Hámolyse 

E S N = 0 negativ 

H 2 0,5 1,5 ek , 

8 2 0,2 1,8 E ES É 

9 2 0,05 1,95 | Al S 

E: ZS = 20 vu — Sg 


Diese Befunde würden mit Beobachtungen gut übereinstimmen, 
die in jüngster Zeit von Dermatologen gemacht wurden und Finkenrath!) 
zu der Schlußfolgerung führten, daß wir im Arsen einen Sensibilisator 
für Röntgen- wie Ultraviolettbestrahlungen besäßen. Röntgen- und 
Licht- bzw. Ultraviolettempfindlichkeit gehe Hand in Hand und daraus 
ergebe sich die Möglichkeit, gewisse X-Strahlenschädigungen durch 
vorausgeschickte Lichtempfindlichkeitsprüfungen zu vermeiden. Be- 
zeichnend sei die Tatsache, daß sich bei Röntgenbestrahlungen gerade 
nach vorhergegangener Arsenmedikation häufig Röntgenverbrennungen 
einstellen. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchung wären demnach dahin zu- 
sammenzufassen, daß die Vorbehandlung der Erythrocyten mit Arsen- 
trioxydlösungen offenbar einen gegensätzlichen Einfluß auf die Resistenz 
gegenüber verschiedenartigen hämolysierenden Agenzien auszuüben şm- 
stande ist. Während dadurch gegenüber der Hypotonie-, Saponin- 
und Gallenhämolyse eine Resistenzsteigerung erhoben werden konnte, 
ergab sich gegenüber der Strahlenhämolyse meist eine Resistenz- 
minderung bzw. — wegen möglicher Summationserscheinungen vor- 
sichtiger ausgedrückt — eine Beschleunigung des Hämolyseeintritts 
und Verstärkung des Hämolysegrades. Diese Tatsachen wären natür- 
lich auch für das Mechanismenproblem der verschiedenartigen Hämo- 


1) K. Finkenrath, Zentralbl. f. Haut- u. Geschlechtskrankh. 21, 173, 
1926. 
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lysen von Bedeutung und würden für einen ja auch aus anderen 
Gründen schon höchstwahrscheinlichen, grundlegenden Unterschied 
im Mechanismus der Strahlenhämolyse einerseits, der übrigen drei 
aufgezählten Hämolyseformen andererseits sprechen. 

Gewisse Feststellungen nötigen mich aber, hier vor vorschnellen 
Verallgemeinerungen und theoretischen Schlußfolgerungen zu warnen. 
Ich habe natürlich im Laufe dieser Untersuchung auch die @unnschen 
Originalversuche genau nach Vorschrift und mit verschiedenen Ab- 
änderungen angestellt und dabei zu meiner Überraschung gefunden, 
daß der von Gunn als so außerordentlich augenfällig beschriebene 
Befund der Wasserhámolysehemmung durch Arsenbehandlung völlig 
ausbleiben kann. Nicht nur bei Zusatz der der Suspension gleichen 
Wassermengen (vgl. Tabelle I, S.196) war das der Fall, sondern auch 
bei feiner abgestuften Versuchen, bei denen der für Eintritt der Hämolyse 
gerade notwendige Wasserzusatz ausgewertet worden war. 

Es gelang bisher nicht, die Bedingungen restlos aufzuklären, bei 
denen diese Resistenzsteigerung gegen Wasserhämolyse eintritt und 
bei denen sie ausbleibt. Das eine kann nach zahlreichen Parallel- 
versuchen als sichergestellt gelten, daß die Blutart und Blutgewinnung, 
ferner die Verwendung von nativem oder defibriniertem Blute in dieser 
Beziehung keine Rolle spielt. Eine mögliche Erklärung wäre vielleicht 
(abgesehen vom Einfluß der Wasserbeschaffenheit, CO,-Gehalt, 
Reaktion usw.) durch das Vorhandensein bzw. Entstehen von Arsen- 
säure in den Proben gegeben, denn jeder Kontrollversuch lehrt, daß 
mit dieser versetzte Blutproben auf Wasserzugabe besonders rasch , 
und stark hämolysieren. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Hausmann und Loewy 1926 erstmals beschriebene 
Tatsache, daß im Höhenklima (Davos, 1650 m Seehöhe) eine Strahlen- 
hämolyse nichtsensibilisierter Kaninchenerythrocyten durch die Früh- 
jahrssonnenbestrahlung zustande kommt, wird bestätigt und ergänzt. 
Die Befunde werden unter Heranziehung weiterer Blutarten (Mensch, 
Schwein, Rind, Ratte, Huhn) dahin erweitert, daß auch bereits die 
Ultraviolettstrahlungsintensität der Davoser Wintersonne (Dezember- 
Januar) für das Zustandekommen von Strahlenhämolyse genügt. 

2. Während nach Gunn durch Vorbehandlung der Erythrocyten 
mit Arsentrioxydlösungen deren Resistenz gegen Wasser-, Saponin- 
und Gallenhämolyse deutlich erhöht wird, ist dies gegenüber der 
Strahlenhämolyse bei den gewählten Versuchsbedingungen nicht 
der Fall. 

3. Mit Arsentrioxydlösungen versetzte Blutsuspensionen zeigten 
vielmehr bei Bestrahlung mit natürlicher Höhensonne und bei künst- 


13* 
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licher Ultraviolettbestrahlung (Hanauer Quarz-Quecksilberlampe) zum 
Teil keinen deutlichen Unterschied gegenüber unversetzten Kontrollen, 
zum Teil sogar eine unverkennbare Beschleunigung und Verstärkung 
der Hämolyse. 


4. Diese Befunde stehen in Übereinstimmung mit neueren Beob- 
achtungen auf dermatologischem Gebiet, die zur Folgerung geführt 
haben, im Arsen einen Sensibilisator für Röntgen- und Ultraviolett- 
bestrahlungen zu sehen. 


5. Die Vorbehandlung von Blutkörperchen mit Arsentrioxyd- 
lösungen scheint demnach einen gegensätzlichen Einfluß auf die 
Resistenz gegenüber verschiedenartigen hämolysierenden Agenzien 
auszuüben (Resistenzsteigerung gegen Hypotonie-, Saponin- und 
Gallenhämolyse, Resistenzminderung gegen Strahlenhämolyse). 

6. Unter bestimmten, ihrem Wesen nach noch nicht aufgeklärten 
Versuchsbedingungen kann die Resistenzsteigerung arsenvorbehandelter 
Erythrocyten gegen Wasserhämolyse unterbleiben. 


Über die Absorption der Porphyrine im Ultraviolett. 


Von 


W. Hausmann und 0. Krumpel. 


(Aus dem Laboratorium für Lichtbiologie und Lichtpathologie am physio- 
logischen Institut der Universität und aus dem photochemischen Laboratorium 
der graphischen Lehr- und Versuchsanstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 11. April 1927.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Absorptionsverhältnisse der Porphyrine sind seit langer Zeit 
Gegenstand eingehender Untersuchungen. Abgesehen von den Arbeiten 
der letzten Zeit beziehen sich diese Studien auf die Absorption in 
den sichtbaren Strahlenbezirken [vgl. insbesondere Hans Fischer?)]. 
Erst in jüngster Zeit hat man begonnen, auch der Auslöschung der 
Porphyrine im Ultraviolett erhöhte Aufmerksamkeit zuzuwenden. 

Der Grund, aus dem wir uns mit der Absorption der Porphyrine 
in den kurzwelligen, nicht sichtbaren Strahlenbezirken beschäftigten, 
war zunächst ein biologischer. Die Porphyrine wirken, wie dies seit 
den Untersuchungen des einen von uns [H.?)] bekannt geworden ist, 
photodynamisch. Sie besitzen die stärkste sensibilisierende Wirkung 
auf Warmblüter, die bisher beschrieben wurde. 

Die photodynamische Wirkung dieser Körper ist jedenfalls in den 
längerwelligen sichtbaren Strahlenbezirken möglich, wie dies die Unter- 
suchungen von W. Hausmann?), W. H Howell *), A. Campell und Hill’), 
R. Fabre und H. Simonnet*) ergeben haben. In den Versuchen von W. Haus- 
mann waren im wesentlichen die Strahlen einer Wellenlänge von å = 490 
bis 580 au wirksam. Nach den Untersuchungen von Howell war die Wirkung 
des Hämatoporphyrins am stärksten um 4 = 500 uu. Auch A. Campell 


1) Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 1, 351, 1923; vgl. auch I. Strub, 
Zeitschr. f. wiss. Photogr., Photophys. u. Photochem. 29, 97, 1926. 

2) Diese Zeitschr. 80, 275, 1910. 

3) l. c.; vgl. ferner L. Arzt und W. Hausmann, „Strahlentherapie“ 9, 
444, 1920; H. Shibuga, ebendaselbst 18, 710, 1924. 

t) Arch. intern. de physiol. 18, 269, 1921. 

$) British journ. of exper. pathol. 5, 317, 1924. 

$) Bull. de la soc. de chem. biol. 8, 56, 1926. 
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und L. Hill haben gesehen, daß die Blutgefäße der Maus und des Frosches 
durch Hámatoporphyrin für die langwelligen Strahlen sensibilisiert werden. 
In den vor kurzem erschienenen Untersuchungen von Fabre und Simonnet 
erwies sich das Hämatoporphyrin im wesentlichen zwischen A = 576,9 
bis 579,0 uu wirksam. Im Strahlenbezirk von A = 365 uu konnten diese 
Autoren jedoch keine sensibilisierende Wirkung beobachten. 

Auf Ersuchen des einen von uns hat J. M. Eder!) photographische 
Platten mit Hämatoporphyrin sensibilisiert und hierbei beobachtet, daß 
sie für sichtbare Spektralbezirke sensibilisiert waren. 

W. Hausmann und C. Sonne?) haben bei Untersuchungen mit isolierten 
Linien des ultravioletten Anteils des Quecksilberdampflichtes gesehen, daß 
rote Blutkörperchen durch Hämatoporphyrin auch für diese Strahlen- 
bezirke sensibilisiert wurden. Untersucht wurden die Linien 4 = 365, 313, 
280 und 265 uu. Von diesen Wellenbezirken erfolgte die Sensibilisation am 
kräftigsten bei A = 313 und 365 uu, bei A = 280 und 265 uu war es in 
geringerem Grade der Fall. In einigen Versuchen jedoch, in denen Hämato- 
porphyrinmäuse mit dem Licht einer Wellenlänge von A = 313 uu bestrahlt 
wurden, konnte bisher keine wesentliche Sensibilisation nachgewiesen 
werden. Hier besteht also bisher ein Gegensatz zwischen den Versuchen 
in vitro und in vivo. 

Die Entscheidung der Frage, ob Porphyrine auch in den ultra- 
violetten Strahlenbezirken sensibilisieren, ist auch von klinischem 
Interesse, da die mit Porphyrinurie einhergehenden Lichterkrankungen 
mit Empfindlichkeit in den kurzwelligen Strahlenbezirken verbunden 
sind. Magnus Möller?) und insbesondere Leopold Freund?) haben 
eindeutig gezeigt, daß die Lichtempfindlichkeit der Hydroa auf die 
Strahlenbezirke um A = 3% bzw. 380 bis 325 uu beschränkt ist und 
daß die langwelligen, sichtbaren Strahlenbezirke bei dem Zustande- 
kommen dieser Affektion keine Rolle spielen. 

An dieser Stelle soll auf die Frage der Abhängigkeit der Hydroa 
und anderer Lichtkrankheiten von der Porphyrinurie nicht eingegangen 
werden. Hier soll nur erörtert werden, ob nach photochemischen 
Voraussetzungen eine Sensibilisation in den kurzwelligen Strahlen- 
bezirken durch Porphyrin überhaupt möglich ist. 

Nach dem Gesetz von Draper-Grotthus wirken Strahlen nur in 
den Medien, von denen sie absorbiert werden. 

Dieses gilt nach den grundlegenden Untersuchungen von Tappeiner 
und Jodlbauer auch für die photodynamisch wirksamen Körper. Diese 
Autoren zeigten, daß solche Substanzen ausschließlich in jenen Spektral- 
bezirken zu wirken vermögen, die von ihnen zurückgehalten werden. 
Es war daher zunächst zu untersuchen, ob die Absorptionsverhältnisse 


1) Sitzungsber. d. Wien. Akad. d. Wiss. 1913, B. 122, Abt. ITa. 

2) Strahlentherapie 25, 174, 1927. 

8) Der Einfluß des Lichtes auf die Haut in gesundem und krankhaftem 
Zustande. Stuttgart 1900. 

4) Wien. klin. Wochenschr. 1912, Nr. A 
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der Porphyrine im Ultraviolett eine sensibilisierende Wirkung in diesen 
Strahlenbezirken überhaupt denkbar erscheinen lassen oder nicht. 


Soweit uns bekannt ist, hat sich insbesonders H. Friedli!) mit 
der Absorption der kurzwelligen Strahlen durch Porphyrine beschäftigt. 
Friedli fand bei Hämatoporphyrin-Dimethylester eine Absorptionsbande 
im ultravioletten Teile des Spektrums, deren stärkste Absorption bei 
À = 393,6 uu gelegen war, das Minimum der Absorption lag bei 
A = 256,4 uu. Hierauf erfolgte eine neuerliche Absorptionsbande im 
Bereich der kürzeren Wellenlängen. Für Mesoporphyrin fand Friedl 
viel geringere Absorption im Ultraviolett als bei Hämatoporphyrin. 


Wie wir einer persönlichen Mitteilung von Herrn Prof. Dr. Hans 
Fischer in München entnehmen, hat in jüngster Zeit auch H. Scheibe 
in Erlangen die Absorption der Porphyrine im Ultraviolett untersucht. 


Nach einer uns vorliegenden Absorptionskurve (Mesoporphyrin- 
ester in Methylalkohol), die mit der von H. Friedli mitgeteilten Absorp- 
tionskurve übereinstimmt, liegt ein Maximum im ultravioletten Teile 
des Spektrums bei A = 3% uu, das Maximum der Durchlässigkeit 
bei A = 266 uu, auf das wieder eine stärkere Absorption im kurz- 
welligen Anteil folgt. Schließlich ist noch darauf hinzuweisen, daß 
vor kurzem von Ch. Dhéré und E. Bois?) die Fluoreszenzspektren 
verschiedener Porphyrine untersucht wurden. 


Die Untersuchungen, über die wir nachstehend berichten, wurden 
mit Porphyrinen ausgeführt, die wir der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Dr. Hans Fischer in München verdanken, und zwar haben wir 
alkalisches und saures Hämatoporphyrin-Chlorhydrat, ferner Kopro- 
und Uroporphyrinester, sowie zum Vergleich Hämatoporphyrin-Tetra- 
methylester in den Kreis unserer Untersuchungen gezogen. Der 
Koproporphyrinester stellt nach den Untersuchungen von H. Fischer 
einen Tetramethylester, der Uroporphyrinester einen Oktamethylester 
vor. Der Hämatoporphyrinester ist eine Dimethoxy-Diesterverbin- 
dung, die für gewöhnlich kurzerhand als Tetramethylester be- 
zeichnet wird. 

Die Untersuchungen wurden mit einem großen Quarzspektrographen 
ausgeführt. Als Lichtquelle diente ein zwischen Eisenelektroden über- 
schlagender Funke eines großen Ruhmkorffschen Induktoriums, ohne 
daß es uns möglich war, die Spannung konstant zu erhalten. Häma- 
toporphyrin-Chlorhydrat wurde in wässeriger, alkalischer und saurer 


1) Bull. de la soc. de chem. biol. 6, 908, 1926. Vgl. dort die ältere 
Literatur, insbesondere L. Marchlewski. 
2) C. r. 188, 321, 1926. 
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Lösung, Uroporphyrinester, Koproporphyrinester und Hámato- 
porphyrin-Tetramethylester in Chloroform untersucht. 

Die von uns erhaltenen Resultate sind aus den beigegebenen 
Abbildungen, sowic aus den Absorptionskurven und der Tabelle er- 
sichtlich. 

Tabelle. 


Angenáherte Lage der Maxima und Minima der Absorption im Violetten 
und im benachbarten Anteile des Ultravioletts. Angabe der Wellenlánge in au. 


Minimum | Maximum Minimum 


Hämatoporphyrin-Chlorhydrat in salzsaurer Lösung . || ca. 450 401 | ca. 260 


in alkalischer Lösuug . 463 | 396 263 
Uroporphy rinester in Chloroforml; Sung e Sr re 466 408 275 
Koproporphyrinester in Chloroforml sung . . 463: 405 264 
Háimatoporphyrin-Tetramethylester in Chloroformlsg. 466 ; 403 | 274 


Bei der Aufnahme, die der Abb. 1 zugrunde liegt, wurden ver- 
schiedene Konzentrationen einer alkalischen Lösung von Hämato- 
porphyrin-Chlorhydrat in 1mm und ll mm dicker Schicht gleich- 
zeitig aufgenommen, so daß je zwei der aufeinanderfolgenden Teil- 
spektrogramme je einer Aufnahme entsprechen. Die Konzentrationen 
wurden von !/,o00 beginnend bis 1/32000 gewählt. In der 11 mm dicken 
Schicht beginnt die Durchlässigkeit erst bei Aufnahme 3 (Spektrum 6), 
so daß von Aufnahme 4 (Spektrum 7 und 8) an sowohl die Aufnahmen 
durch 1 mm wie durch 11 mm sichtbar sind. 

In Abb. 2 wurde dieselbe alkalische Lösung von Hämatoporphyrin- 
Chlorhydrat in einer Verdünnung !/,oooö in Imm Schichtdicke bei 
verschiedenen, in geometrischer Reihe ansteigenden Belichtungs- 
zeiten untersucht. 

Abb. 3 gibt das Spektrogramm einer alkalischen und Abb. 4 einer 
sauren wässerigen Lösung von salzsaurem Hämatoporphyrin ver- 
schiedener Konzentration bei einer Schichtdicke von II mm wieder. 

Die Abb. 5, 6 und 7 entsprechen den Spektrogrammen verschiedener 
Konzentrationen von Uroporphyrinester, Koproporphyrinester und 
dem Tetramethvlester des Hämatoporphyrins in Chloroform. 

Zur Kontrolle wurde in der Versuchsserie, die der Abb. 5 zugrunde 
liegt, ein Spektrogramm des verwendeten reinsten Chloroforms ohne 
Zusatz aufgenommen; ferner wurde am Schluß der Aufnahmeserien 
Abb. 6 und 7 eine Aufnahme unter Vorschaltung der entleerten Quarz- 
küvette hergestellt. In den Aufnahmeserien Abb. 5 und 7 wurde auch 
ein Kontrollspektrogramm des freien Eisenfunkenlichtes aufgenommen. 

Die vorliegenden Absorptionsspektren ergeben zunächst, was das 
Hämatoporphyrin betrifft, Bestätigungen der von Friedli ausgeführten 
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RNUFOUONOSDIT 


_ Untersuchungen. Sie zeigen 
—3 E weiter, daß die Methylester des 
EL mo D - Ei 3 Kopro- und Uroporphyrins eine 
= 8 e è : : SS ‚„Absorptionsbande‘“ im lang- 
"SP = $ welligeren Teile des Ultravioletts 
S i — 3 aufweisen, die untereinander und 
> —8 = mit der des Hámatoporphyrins 
=Ë d Zo a große Ähnlichkeit besitzen, aber 
"a 8 _ e X nicht ganz übereinstimmen. Der 
4 + d ER von Hans Fischer seit Jahren 
A == g Sr betonte Unterschied des Kopro- 
--..=.- ne: und Uroporphyrins vom Hämato- 
5 255% E 32 porphyrin, der in den lang- 
8 as welligen Spektralbezirken von 
= 22522527 — >: diesem Autor nachgewiesen 
EESEEB _ E E wurde, ist demnach auch in 
5325555: E den kurzwelligeren Strahlen- 
== =.= —8Ós bezirken erweislich. 
SAA FR: Bei den stärkeren von uns 
coca - 32 untersuchten Konzentrationen 
S SRSSRR ZS macht sich ferner eine Absorp- 
= HIE = ES tion gegen den kurzwelligen 
= ER Anteil des Ultravioletts bemerk- 
444444 E - $g bar, die aber bei den größeren 
ES Verdünnungen einerseits durch 
= III Ss die bei der Photographie im 
= E = ZP kurzwelligen Licht gegebenen 
zE er Verhältnisse, andererseits bei 
WW _ a? den Aufnahmen in Chloroform 
= N 


durch die Eigenabsorption des 
Chloroforms verdeckt wird. 

Ein Blick auf das eben 
Gesagte zeigt, daß die Vor- 
bedingungen für eine sensibili- 
sierende Wirkung der natür- 
lichen Porphyrine im Ultraviolett 
gegeben sind. Es kann sich 
bei der Hydroa und ähn- 
lichen Affektionen nach den 
Untersuchungen von Hans Fischer 
nur um eine Wirkung des Uro- 
bzw. Koproporphyrins handeln. 
Da nach den grundlegenden 


in 11 mm Schichtdicke. 
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Absorptionsspektren einer Verdünnungsreihe 


Abb. 7. 
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Untersuchungen von Leopold Freund die Hydroakranken in den 
Strahlenbezirken von A = 396 bzw. 380 bis 325 uu lichtempfindlich 
sind, so wäre bei einer sensibilisierenden Wirkung der Porphyrine 
die Absorptionsbande des Uro- bzw. Koproporphyrins von unter 
à = 300 uu bis über A = 400 uu als Vorbedingung für diese Licht- 
empfindlichkeit aufzufassen. 
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Absorptionskurven von 1. Himatoporphyrin+Chlorhydrat in salzsaurer Lösung, 2. Hamatoporphyrin» 
Chlorhydrat in alkalischer Lösung, 3. Uroporphyrinester in Chloroform, 4. Koproporphyrinester in 
Chloroform, 5. Hämatoporphyrin-Tetramethylester in Chloroform. 


Hierbei muß aber neuerlich mit Nachdruck darauf verwiesen 
werden, daß die experimentelle Sensibilisation gegen Hämatoporphyrin 
und Uroporphyrin immer auch mit Lichtempfindlichkeit in lang- 
welligeren Strahlenbezirken verbunden ist. Da bei der Krankheits- 
gruppe der Hydroa die Lichtempfindlichkeit in den langwelligen 
Strahlenbezirken fehlt, so müßte hier eine Desensibilisation in den lang- 
welligen, sichtbaren Strahlenbezirken angenommen werden. 
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Zusammenfassung. 


l. In der vorliegenden Arbeit werden Absoıptionsspektren des 
salzsauren Hämatoporphyrins in alkalischer und saurer Lösung, sowie 
die Absorptionsspektren des Tetramethylesters des Hämatoporphyrins, 
des Uroporphyrinoktamethylesters sowie des Koproporphyrintetra- 
methylesters in Chloroform in den kurzwelligen Strahlenbezirken 
mitgeteilt. 

2. Der Nachweis einer Absorption durch Uro- und Koproporphyrin 
in den Strahlenbezirken von unter A = 300 uu bis über 4 = 400 uu läßt 
eine sensibilisierende Wirkung dieser Substanzen im Ultraviolett 
möglich erscheinen. Jedoch ist bei dieser Annahme als weitere Voraus- 
setzung bei den Lichtaffektionen nach Art der Hydroa eine Desensi- 
bilisation in den langwelligen, sichtbaren Strahlenbezirken erforderlich. 


Untersuchungen über Höhenklimawirkung. 


Von 


Th, Brehme und P. György. 


(Aus dem Schweizerischen Institut für Hochgebirgsphysiologie und 
Tuberkuloseforschung in Davos.) 


(Eingegangen am 13. April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der besonderen Wirkung des Höhenklimas auf 
den Stoffwechsel gehört seit langem zu den interessantesten und um- 
strittensten Gebieten der Hochgebirgsphysiologie. Unter einer Anzahl 
von möglicherweise wirksamen Faktoren wurde bereits früher, in 
letzter Zeit aber besonders durch Loewy, dem Sauerstoffmangel der 
Höhenluft eine überragende Rolle zugeschrieben (Anoxämielchre), 
wobei es jedoch noch unentschieden war, ob dieser bereits in niederen 
Höhen oder erst (Barcroft, Kestner) in solchen von über 3000 m nach- 
weisliche Veränderungen hervorruft. 


Bezüglich des Wirkungsmechanismus des O,-Mangels hat nachstehende 
Erklärung [Haldane, Henderson-Haggard!), Loewy] die meisten Anhänger 
gefunden. Es kommt zuerst infolge der mangelhaften Verbrennung zu einer 
Anhäufung intermediär gebildeter saurer Stoffwechselzwischenprodukte im 
Blute und damit auch in den lebenswichtigen Organen, insbesondere auch 
dem Atemzentrum (Winterstein). Die Folge dieser „lokalen Sáuerung” ist 
eine erhöhte Erregbarkeit desselben, wodurch nun eine Hyperventilation 
einsetzt, die ihrerseits, anstatt der eigentlich durch die mangelhaften Ver- 
brennungsprozesse (O,-Mangel) zu erwartenden Acidose, letzten Endes zu 
einer sekundären Alkalose im Blute führt. (Dies schließt nicht aus, daß 
in den Nerven- und übrigen Geweben selbst eine Acidose herrscht.) Erst 
bei Versagen dieses als Regulationsmechanismus zu bezeichnenden Vor- 
ganges, z. B. durch starken O,-Mangel bei der Erstickung, ist auch im 
Blute eine Acidose zu finden. 


Immerhin war diese Lehre nicht unbestritten und die alte Streitfrage, 
Alkalose-Acidose bei O,-Mangel, noch nicht mit Sicherheit geklärt. Folgende 


1) Literatur siehe bei Gyórgy, Schweiz. med. Wochenschr. 1924, Nr. 18. 
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Befunde seien daher noch erwähnt. Beim Menschen gelang es [Hasselbalch 
und Lindhard'), Haldane, Kellas und Kennaway?)] in der pneumatischen 
Kammer bei allmählicher Herabsetzung des Luftdrucks eine Alkalose 
nachzuweisen, und zwar gemessen an der Säureausscheidung im Urin, die, 
wie sich zeigen ließ, beträchtlich abnahm. Dieser Befund steht in Analogie 
zu den Verhältnissen bei willkürlicher forcierter Überventilaticn, wobei es 
neben einer Herabsetzung der alveolaren CO,-Spannung ebenfalls zu einer 
deutlichen Abnahme der Urinacidität kommt [Leathes, Collip und Backus, 
Davis-Haldane und Kennaway, Grant und Goldman, György und Vollmer 
(Literatur siehe bei György, l. c.), Gollwitzer-Meyer°)]. Bei Tieren scheint 
der vorerwähnte Regulationsmechanismus nicht einzusetzen, es erfolgt 
vielmehr, wie Fritz‘) an Katzen zeigen konnte, eine Acidose im Blute. In 
früheren Selbstversuchen gelang es dem einen von uns (György, Lei 
wenigstens in Höhen von 2400 m an, eine ganz leichte Verschiebung des 
intermediären Stoffwechsels gegen die alkalische Richtung im Urin fest- 
zustellen. 


Loewy und seine Mitarbeiter haben dann später in ausgedehnteren 
Versuchsreihen durch Untersuchungen im Urin und ‚‚ndirekte Be- 
stimmung‘‘ der Blutreaktion eine Acidose in größeren Höhen (Jungfrau- 
joch 3400 m) nachweislich gemacht. Direkte Bestimmungen des Blut pe 
fehlten jedoch noch. Frühere, ebenfalls indirekte, Bestimmungen (Straub, 
Barcroft und ihre Mitarbeiter) hatten entweder keine oder nur eine 
leichte Säuerung in großen Höhen feststellen lassen. 


Die in größeren Höhen als sicher anzunehmende Anoxämie muß — 
wie erwähnt — infolge mangelhafter Verbrennung zu einer Anhäufung 
von intermediär gebildeten Säuren, besonders der Milchsäure führen 
[Literatur bei Laquer®)]. Andererseits wissen wir, besonders aus den 
Untersuchungen Warburgs, daß O,-Mangel in den Geweben ein Über- 
wiegen der Glykolyse gegenüber der Atmung (antagonistische Ver- 
koppelung beider, ,,Pasteursche Reaktion“) bewirkt, und schon aus 
diesem Grunde müßte auch bei dem O,-Mangel der Höhenluft eine 
vermehrte Glykolyse, gemessen am glykolytischen Endprodukt, der 
Blutmilchsäure, nachweisbar sein. 


Erwähnt seien in diesem Zusammenhang Befunde, die Verfasser in 
zahlreichen Fällen bei kindlicher Anämie erheben konnten. Auch bei 
Anämien besteht infolge absoluter Verminderung der Erythrocyten und 
relativer und absoluter Verminderung des Hämoglobins eine mangelhafte 
O,-Versorgung der Gewebe. Die dadurch bedingte stärkere Glykolyse 
prägt sich im Milchsäuregehalt des Blutes aus, der z. B. bei einem Falle 
von schwerer Sáuglings- (Ziegenmilch-) Anämie mit 25,2 mg-% beträchtlich 


1) Hasselbalch und Lindhard, diese Zeitschr. 68, 1915. 

2) Haldane, Kellas und Kennaway, Journ. of Physiol. 58, 1919. 
8) Gollwitzer- Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 1924. 
4) Fritz, Klin. Wochenschr. 1924, S. 2388. 

6) F. Laquer, Zeitschr. f. Biol. 70, 1919. 
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über dem üblichen Durchschnittswerte der Säuglinge von 14,2 mg-% liegt. 
Nach Heilung der Anämie (Transfusion, Ernährungstherapie) ist nunmehr 
die O,-Versorgung der Gewebe wieder ausreichend, die Glykolyse geringer, 
und der Milchsäurespiegel beträgt 14,8 mg-%!). 


Noch ein anderer Punkt muß hier erwähnt werden: Wenn die 
oben auseinandergesetzte These von der Kompensation der anfänglichen 
Acidose durch die Hyperventilationsalkalose zu Recht besteht, so 
müssen auch, abgesehen von der Sáureausscheidung im Urin, die 
Verhältnisse des Stoffwechsels im Höhenklima ähnliche sein wie bei 
spontaner Hyperventilation, und es müßten andererseits in der Höhe 
bereits die Vorbedingungen gegeben sein zum Eintreten einer Hyper- 
ventilationstetanie, d. h. also, diese sollte sich in der Höhe leichter 
hervorbringen lassen als in der Ebene. Die Bestätigung dieser hypo- 
thetischen Forderung gelang auch dem einen von uns (György, Lei 
sowie laut mündlicher Mitteilung auch Freudenberg. Wir wissen aber 
ferner durch Untersuchungen zahlreicher Autoren [Literatur siehe bei 
Brehme und Popoviciu?)], daß durch Hyperventilation die normale 
Adrenalinreaktion verändert wird, und zwar sowohl was Blutdruck 
als auch Blutzucker anlangt, eine Abschwächung erfährt?). In dieser 
Tatsache liegt nun aber auch die Möglichkeit, umgekehrt vielleicht 
durch Vergleich der Adrenalinreaktion in der Höhe (wo eine Hyper- 
ventilation bestehen soll) und in der Ebene, auf die Stoffwechsellage 
des Organismus Rückschlüsse zu ziehen. 


Schließlich kann noch folgende Überlegung bei Betrachtung der 
Vorgänge im hyperventilierten Organismus angestellt werden: Über- 
ventilation führt zu einer Auswaschung von CO, aus dem Blute, und 
es müßten nunmehr, um die Regulation des Organismus aufrecht- 
zuerhalteu, die vorher an die CO, gebunden gewesenen Kationen, in 
ihrer Gesamtheit als ‚„Gesamtbasen‘‘ bezeichnet, durch die Niere aus- 
geschieden oder in die Gewebe verdrängt, jedenfalls aber im Blute 
erniedrigt gefunden werden. Dahingehende Untersuchungen von 
Peters, Bulger, Eisenmann, Lee*) an hyperventilierten Personen konnten 
aber keine Erniedrigung der Gesamtbasen feststellen. Dagegen fanden 
die vorgenannten Autoren (in Fällen von Muskelübung und) bei 
Anoxämie eine Erhöhung der Gesamtbasen, so daß sich hier durch 
Bestimmung derselben eine Möglichkeit ergibt, die These der Anoxämie 


1) Ausführliche Veröffentlichung der Befunde erfolgt anderen Orts. 

2) Brehme und Popoviciu, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 1926. 

3) Wenn Duzár (Jahrb. f. Kinderheilk. 114, 1926) bezüglich der Blut- 
zuckerkurven zu anderen oder doch nicht eindeutigen Ergebnissen kommt, 
so liegt dies unseres Erachtens wahrscheinlich an der intravenósen Adrenalin- 
applikation und dem dadurch bedingten allgemeinen Schock. 

4) Peters, Bulger, Eisenmann, Lee, Journ. of biol. Chem. 67, 1926. 
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im Höhenklima weiter zu stützen, wenn auch, wie oben ausgeführt, 
ein Schluß auf die wahre Blutreaktion aus einer solchen Untersuchung 
nicht angängig ist. 

Durch die liebenswürdige Gastfreundschaft des Instituts für 
Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung in Davos, be- 
sonders aber durch das freundliche Entgegenkommen des Instituts- 
leitere, Herrn Prof. A. Loewy, wurde es uns ermöglicht, im 
August vorigen Jahres Untersuchungen über die oben skizzierten 
Fragen vorzunehmen. Unsere Absicht war, vergleichende Unter- 
suchungen anzustellen in 


Heidelberg, 116m od M., 
Davos, 1550 m o d NM. 
Muottas Muraigl, 2450 m o d M., 


Jungfraujoch, 3457 m ú.d. M., 
úber 
l. das pa des Blutes, 


2. die Adrenalin-Zuckerkurve. 
3. den Milchsáuregehalt des Blutes, 
4. die Hóhe der Gesamtbasen. 


Über die bei den Bestimmungen eingehaltene Technik und die 
angewandten Methoden sei nunmehr kurz berichtet. 


Technik. 


Als Versuchspersonen dienten die Verfasser selbst. Die Bestimmungen 
erfolgten an allen Orten zur selben Tageszeit, und zwar morgens, nüchtern, 
ohne daß weitere körperliche Anstrengung vorausgegangen wäre, was 
auch auf Muottas Muraigl und Jungfraujoch möglich war, da diese beiden 
Orte mit der Bahn erreicht wurden. Die Blutentnahme bzw. der Versuchs- 
beginn erfolgte auf Muottas Muraigl und Jungfraujoch sofort innerhalb 
der ersten halben Stunde nach der Ankunft, in Davos bei Q. 1 Stunde 
nach Eintreffen, bei B. 12 Stunden danach. Bezüglich der einzelnen 
Methoden noch folgendes: 


l. Zur ?u-Bestimmung wurde die Cullensche!) direkte Methode an- 
gewandt, gegen die zwar einige theoretische Bedenken geltend gemacht 
werden können, die sich uns aber im klinischen Betrieb und Schmelzer?) 
(bei Untersuchungen über das Glaukom und bei Hyperventilationsversuchen ) 
durchaus als sehr gut brauchbar und gerade für die Frage der Hyper- 
ventilationsalkalose geeignet erwiesen hat. Das Blut wurde als Oxalat- 
plasma aus der ungestauten Armvene unter Paraffin gewonnen, ebenfalls 
unter Luftabschluß sofort zentrifugiert und verarbeitet. (Kolorimetriert 


1) Cullen, Journ. of biol. Chem. 52, 1922. 
2) Schmelzer, Arch. f. Ophth. 118, 1927. 
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gegen eine Phosphat-Standardreihe, abgestuft nach 0,05 pg, deren Stamm- 
lösungen für alle Orte die gleichen waren.) Zum Zentrifugieren diente 
in Muottas Muraigl und Jungfraujoch eine kleine Handzentrifuge, die 
von einer dritten, nicht am Versuch beteiligten Begleitperson bedient 
wurde. 


2. Adrenalin-Blutzuckerkurve. Appliziert wurden überall 0,8 Ampullen- 
Suprarenin Höchst 1: 1000, gleiches Präparat an gleicher Stelle subkutan 
im linken Unterarm. Die Zuckerbestimmung erfolgte nach Hagedorn- 
Jensen!) in doppelter Kontrolle, stets in den gleichen Abständen durch 
4 Stunden hindurch. Die Proben wurden in Heidelberg und Davos sofort 
verarbeitet, von Muottas Muraigl und Jungfraujoch, wo sie aufgekocht 
worden waren, jedoch in gut verstöpselten Gläsern nach Davos geschafft 
und dort analysiert. Nach den Feststellungen der Autoren der Methode 
tritt nach Aufkochen keine Glykolyse oder sonstige Veränderung der 
Werte ein, so daß die auch nach Tagen erst ausgeführte Bestimmung richtige 
Werte ergibt, wofür übrigens auch die von uns an allen Orten, unabhängig 
von der zwischen Entnahme und Analyse verflossenen Zeit, erhobenen fast 
gleichen Anfangswerte sprechen. 


3. Zur Milchsäurebestimmung wurde das Blut ebenfalls nach vorheriger 
Ruhe aus der ungestauten Vene entnommen, an Ort und Stelle enteiweißt 
(nach Folin-Wu) und in Davos dann zentrifugiert und das Zentrifugat 
nach van Slyke-Palmer mit Ca(OH), und CuSO, entzuckert. Die ent- 
zuckerten Filtrate wurden in Heidelberg destilliert?), doch wurden so hohe 
Werte gefunden, daß anzunehmen ist, daß die entzuckerten Filtrate im 
Sommer (ohne Eiskühlung) nicht haltbar sind. Wenngleich unsere so 
erhobenen Milchsäurewerte auch noch beträchtlich über anderen Proben 
liegen, die im Monat September nach der Rückkehr absichtlich 4 Wochen 
hindurch bei etwa gleich hoher Zimmertemperatur gehalten und dann 
erst destilliert wurden (wobei sich ebenfalls eine Zunahme der ,,Milch- 
säure‘‘ durch das Lagern ergab), so möchten wir doch auf die Wieder- 
gabe unserer aus dem im Höhenklima entnommenen Blute erhaltenen 
Werte ganz verzichten und diese Frage späteren Untersuchungen vor- 
behalten. 


4. Die Gesamtbasen wurden nach Stadie-Ross?) ermittelt, die Be- 
stimmung (Veraschung und Titration) erfolgte in Heidelberg und Davos 
sofort, während die in Muottas entnommenen und mit Trichloressigsäure 
enteiweißten Serumproben erst in Heidelberg analysiert wurden. Die 
Bestimmung der Basen aus dem auf Jungfraujoch entnommenen Blute 
ist leider verunglückt. 


Im übrigen wurden für jede Bestimmung alle in Betracht kommenden 
Lösungen von Heidelberg aus mitgenommen, so daß ein direkter Vergleich 
der an den verschiedenen Punkten erhobenen Werte angestellt werden kann. 


Ergebnisse. 


Die von uns erhobenen Werte seien nunmehr in einer Tabelle 
mitgeteilt, die Adrenalinkurven außerdem im Original wiedergegeben. 


1) Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 186, 46, 1923. 
2) Methode Brehme-Brahdy, diese Zeitschr. 175, 348, 1926. 
3) Stadie-Ross, Journ. of biol. Chem. 65, 1925. 
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T.B P.G 
ECK ECKTERK 
Ort | Sep ZS | Ss |} 3 
, Datum | Py BTE Ee Datum | De EE ré 
ta ie ga E te -; = 
o | EII IL: 
Heidelberg, | | ; 
116mü.d.M.  7.VIM.¡7,39| 82 ;1604  7.VII.|741| 53 155,7 
Davos, 1550 m Ä 
ü.d.M. . . . 18. VIIL. | 7,39 9i 160,0 25. VID. 7,41 55 185,0 
Muottas Muraigl, ` | 
2450m ú.d.M. 29. VII. 7,37 | 82 171,0 29. VII. i 7,83| 65 190,0 
Jungfraujoch, | | 
3457mú.d.M. | 3. IX.ı7,34. 148 — 13. IX.|7,31| 72 — 
— Heidelberg. ----- Davos. ——— Muottas Mursigl. ----— Jungfraujoch. 
Abb. 2. Dr. G. 
— Heidelberg. ----- Davos. -—— Muottas Muriel, ----- Jungfraujoch 
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Was die Befunde im einzelnen anlangt, so weisen die pu-Zahlen 
und die Adrenalinreaktionen zwischen Heidelberg und Davos keine 
Unterschiede auf. In Muottas Muraigl liegt das pe von G. um 0,08 
niedriger, was wohl dafür spricht, daß bei ihm sofort nach Erreichen 
der Höhe die Regulation des Säure-Basenhaushalts gestört war und 
dabei eine leichte Acidose zum Durchbruch kam. Dieser Befund ist 
um so bemerkenswerter, weil bei ihm in einer früheren Untersuchung 
(l.c.), allerdings in 24stündiger Untersuchung aus dem Urin, d. h. in 
einer länger dauernden Periode und nicht in einem ‚„Momentbild‘“ 
(womit wir eine einmalige Blutuntersuchung sofort nach dem Aufstieg 
bezeichnen möchten), eine leichte Verschiebung nach der alkalischen 
Seite gefunden worden wa”. Entsprechend dem aus dem pa erhobenen 
Befund einer leichten Säuerung ist auch die Adrenalinreaktion von 
G. in Muottas Muraigl etwas höher als an den niedriger gelegenen 
Orten. Bei B. ist auf Muottas Muraigl weder eine Verschiebung 
der wahren Blutreaktion noch eine Veränderung der Adrenalinkurve 
feststellbar gewesen. Es ist daher wohl anzunehmen, daß bei ihm 
keine stärkere Belastung des Säure-Basenhaushalts erfolgt war, obwohl 
die alveolare CO,-Spannung in diesen Höhen bereits meist herab- 
gesetzt ist, vielmehr dürfte die dadurch bedingte Acidose durch die 
Hyperventilationsalkalose kompensiert worden sein. Auf dem Jung- 
fraujoch zeigen dagegen die pu-Zahlen beider Versuchspersonen eine 
deutliche Erniedrigung, so daß hierin eine starke Säuerung des ` 
Organismus, wenigstens unmittelbar nach schnellem Erreichen der 
Höhe (Bahnfahrt), zum Ausdruck kommt. Was die Adrenalinreaktion 
anlangt, so ist bei @. analog den Verhältnissen auf Muottas Muraigl 
und entsprechend der auch gegenüber diesem Orte noch gesteigerten 
Säuerung eine mäßige weitere Erhöhung zu verzeichnen, während 
bei B., der bis Muottas Muraigl sein pa konstant erhalten hatte 
und nunmehr in 3400 m Höhe eine sehr starke Senkung des pa aufweist, 
die Adrenalinreaktion eine ganz besonders hohe und auffallende 
Steigerung erkennen läßt. Es ist wohl sicher, daß bei ihm das Säure- 
Basengleichgewicht beträchtlich und ziemlich anhaltend gestört war, 
wofür vielleicht auch die in allen Teilen und bis zum Ende des Versuchs 
über den vorher erzielten Zahlen liegende Kurve spricht. 


Erwähnt sei an dieser Stelle, daß die subjektiven Erscheinungen der 
Adrenalinreaktion, die bei B. auch an den anderen Orten schon be- 
deutend stärker ausgeprägt waren als bei G., auf dem Jungfraujoch 
ganz besonders stark, fast unerträglich waren (stärkster Kopfschmerz, 
Herzklopfen, Dyspnoe bei Treppensteigen und Beklemmungsgefühl). 
Nach Beendigung des Versuchs und etwa 1 Stunde nach Einnahme der 
Mittagsmahlzeit stellten sich dann starke Übelkeit, Nausea, Schwindel, 
Beklemmungsgefühl und Tremor ein, die erst nach Ankunft in Scheidegg 
(2064 m) wieder völligem Wohlbefinden Platz machten und wohl als 
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Symptome einer durch das Adrenalin noch verstärkten Bergkrankheit 
zu deuten sind. 


Die direkten Bestimmungen des pg und der Vergleich der Adrenalin- 
reaktion in Höhe von 3400 m und an den anderen niedriger gelegenen 
Orten berechtigen also wohl zu dem Schluß, daß in diesen Höhen, 
aber möglicherweise nur für kurze Zest nach Erreichen derselben, eine Acidose 
besteht. In diesem Punkte konnten also Loewys Untersuchungen 
(indirekte Bestimmungen) durch die von uns angewandte direkte 
Methode bestätigt werden. 


Was die Gesamtbasen anlangt, so ergab sich bereits in Davos, 
noch mehr aber in Muottas Muraigl (die Bestimmung auf dem Jung- 
fraujoch ist leider verunglückt), eine deutliche Erhöhung derselben 
bei beiden Versuchspersonen, ein Befund, den wir, wie oben ausgeführt, 
in Anlehnung an die Feststellungen von Peters, Bulger, Eisenmann 
und Lee als Ausdruck einer sich bereits von 1500 m an in gewissem 
Umfang auswirkenden Anoxämie deuten möchten. 


Im Zusammenhang mit dieser Erhöhung der Gesamtbasen möchten 
wir die Frage der leichteren Auslösbarkeit der Hyperventilationstetanie 
mit steigender Höhe noch einmal streifen. Die vorgenannten amerikani- 
schen Autoren haben nämlich in einem Falle von Tetanie einen erhöhten 
Basengehalt gefunden und damit die Empfänglichkeit des Patienten 
für Tetanie und Alkalose in Beziehung gebracht (,,In this instance it 
seems likely that the excessive amount of base in the serum rendered 
the patient more susceptible to alkalosis and tetany‘‘.) Nun ist aber, 
wie oben ausgeführt, in der Höhe die alveolare CO,-Spannung meist 
herabgesetzt, d. h. auch der Gesamt-C O,-Gehalt des Blutes vermindert, 
und beginnt nun noch die Versuchsperson, die, um ihren O,-Bedarf in 
der Höhe zu decken, die Atmung sowieso schon gesteigert hat, außerdem 
willkürlich forciert zu atmen, so wird sozusagen fast die ganze CO, 
aus dem Blute ausgewaschen. Da nun gleichzeitig der Gesamtbasen- 
gehalt nicht nur nicht vermindert oder normal, sondern sogar erhöht 
ist, wird eine Verschiebung der Blutreaktion gegen die alkalische Seite 
leichter eintreten können als sonst: das Pufferungsvermögen des Blutes 
ist unter den gegebenen Umständen gegenüber der Norm herabgesetzt. 
So kommt es denn trotz anfangs bestehender normaler oder sogar 
leicht saurer Blutreaktion letzten Endes in der Höhe doch rascher 
als in der Ebene zu der für das Zustandekommen der Hyperventilations- 
tetanie notwendigen Alkalose. 


Schlußfolgerungen. 


l. Die wahre Blutreaktion wurde in Höhe von 2400 m bei der einen, 
in 3400 m bei beiden Versuchspersonen sofort nach Erreichen der 
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betreffenden Höhe ziemlich stark nach der sauren Seite hin verschoben 
gefunden. 

2 Die Adrenalinreaktion war bei beiden, besonders aber bei der 
einen Versuchsperson, in Höhe von 3400 m beträchtlich erhöht, was 
gleichfalls für eine acidotische Stoffwechselrichtung spricht. 

3. Es wird ausdrücklich darauf hingewiesen, daß die vorliegenden 
Ergebnisse nur die in den ersten Stunden des Aufenthalts in der Höhe 
herrschenden Stoffwechselverhältnisse betreffen und daher für die 
weitere Gestaltung der Stoffwechsellage im Höhenklima nicht maß- 
gebend sind. 

4. Die Erhöhung der Gesamtbasen, die bereits in Davos einsetzt, 
wird mit der Anoxämie in Beziehung gebracht. 


Über das verschiedene Verhalten von Tauben und Hühnern 
bei Deckung ihres Vitamin-B-Bedarfs durch frisches grünes 
Pflanzenmaterial. | 


Von 


Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 


(Aus dem Veterinär-Physiologischen Institut der Universität Leipzig.) 
(Eingegangen am 16. April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei Untersuchungen über den Vitamingehalt eingesäuerter Grün- 
futter hatten wir uns auch des Taubenversuchs zum Nachweis von 
Vitamin B bedient!). Es stellte sich dabei überraschenderweise heraus, 
daß es durch zwangsmäßige Zufütterung von täglich 6g Sauerfutter 
nicht gelang, auf Reisdiät gehaltene Tauben vor Taubenberiberi zu 
schützen; ebensowenig gelang dies aber, als wir statt der Sauerfutter- 
arten frisches grünes Gras in gleicher Menge den Tieren verabreichten. 
Dies führte zu dem Schluß, daß die Taube ketin geeignetes Versuchstier 
ist, den offenbar ziemlich geringen Vitamin-B-Gehalt von grünen 
Pflanzen nachweisen zu können. Wir haben über die Frage der Eignung 
der Taube zum Nachweis von Vitamin B in grünem pflanzlichen 
Material noch einige weitere Versuche ausgeführt und wollen über 
diese im folgenden kurz berichten. 

Die Höhe der Zugabe von frischem grünem Material ist durch 
technische Schwierigkeiten begrenzt. Alle grünen Pflanzen sind 
voluminös, werden nicht spontan aufgenommen, sondern müssen 
gestopft werden. Bei zu großer zwangsmäßiger Füllung des Kropfes 
bemühen sich die Tiere, den Inhalt herauszuwürgen. Es ist also der 
Zugabe eine obere Grenze gezogen. Wir geben zunächst Versuche an 
sechs Tauben tabellarisch wieder, bei denen frisches Gras, frische Luzerne 
und frische Rübenblätter geprüft wurden. Die Versuche waren so an- 
gelegt, daß die Tauben in Einzelkäfigen bei alleiniger Fütterung mit 
geschliffenem Reis gehalten wurden und daß sie vom ersten Versuchs- 


1) Scheunert und Schieblich, Zeitschr. f. Tierzüchtung und Züchtungsbiol. 
"einschl. Tierernährung 8, 315, 1927. 
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tage an das durch den Wolf gedrehte frische Material in den aus der 
Tabelle zu entnehmenden Mengen zwangsweise einverleibt erhielten. 
Gewicht und Temperatur wurden zweimal wöchentlich festgestellt. 
Alles Nähere ist aus der Tabelle I ersichtlich. 


Das Ergebnis der Versuche ist durchaus übereinstimmend und 
zeigt, daß es weder mit 6 und 8g bei frischem Gras und Zuckerrüben- 
blatt, noch mit 6 bis 10 g bei einem so vorzüglichen Material wie Luzerne 
gelang, die Tauben vor dem Vitamin-B-Mangel zu schützen, ja, man 
kann nicht einmal sagen, daß der Eintritt des letzten Stadiums (größte 
Hinfälligkeit bzw. Krämpfe) offensichtlich verzögert gewesen wäre. 
Selbst wenn wir nun den Vitamin-B-Gehalt bzw. den Gehalt an anti- 
neuritischem Faktor in grünem Material als sehr gering veranschlagen, 
ist dieses Ergebnis doch befremdlich, und wir legten uns die Frage 
vor, ob nicht vielleicht der anatomische Bau und die physiologischen 
Funktionen des Verdauungstraktus der Tauben, die bekanntlich reine 
Körnerfresser sind, eine besonders schlechte Ausnutzung des Vitamins B 
aus grünem Material bedingen. Es hätte vielleicht auch möglich sein 
können, daß das Vitamin B in grünen Pflanzenzellen auf irgend eine 
Weise vor der Ausnutzung im Darmkanal der Taube geschützt wäre. 
Dies erschien besonders im Hinblick auf die Untersuchungen von 
Biedermann!) über die Widerstandsfähigkeit lebendiger grüner Pflanzen- 
zellen gegen Verdauungssäfte nicht außer dem Bereich der Möglichkeit 
zu liegen. Wir stellten deshalb einige Versuche darüber an, ob durch 
Vorbehandlung des Materials mit lipoidlösenden Mitteln das negative 
Ergebnis abgeändert werden könnte. 


Es wurde derart vorgegangen, daß das Material, um eine Lösung 
der Lipoide der pflanzlichen Zellen zu bewirken und dadurch den 
Angriff der proteolytischen Verdauungsfermente zu erleichtern, vor 
der Verabreichung an die Tauben 24 Stunden lang mit einem Gemisch 
von Äther und Alkohol 1 : 4 stehengelassen und alsdann die Extraktions- 
mittel abgedunstet wurden. Von einer solchen Maßnahme konnte 
nach den Ergebnissen von Mangold ?), die allerdings an Hühnern er- 
halten worden waren, eine Verstärkung der Proteolyse des Pflanzen- 
zellinhalts im Darm erwartet werden. Jedoch auch mit so vorbereitetem 
Material waren unsere Ergebnisse, die wir in Tabelle 11 wiedergeben, 
durchweg negativ. 

Wir wurden hierdurch in dem Schluß bestärkt, daß die verwendeten 
Grünfuttermittel entgegen der allgemein verbreiteten Anschauung 
keineswegs als sehr reich an dem antineuritischen Faktor des Vitamins B 
angesehen werden dürfen. 


1) W. Biedermann, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 174, 358, 1919. 
2) E. Mangold, diese Zeitschr. 156, 3, 1925. 
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Um aber in dieser Frage ganz sicher zu gehen, stellten wir noch 
Versuche mit PreBsáften an, die mit Hilfe der Buchnerpresse in üblicher 
Weise aus dem frischen grünen Material gewonnen worden waren. 
Die Verwendung dieser Preßsäfte bietet den Vorteil, daß die zwangs- 
weise Fütterung leicht vonstatten geht, da diese in den Kropf ein- 
gespritzt werden können und nicht so voluminös sind, wie die ihnen 
entsprechenden Mengen Frischmaterial. Andererseits sind damit aber 
auch Nachteile verbunden. Zunächst gestattet ihre Verwendung nicht, 
einen sicheren Rückschluß auf den Vitamingehalt des Ausgangsmaterials 
zu ziehen, da man nicht beurteilen kann, wieviel von der im Frisch- 
material enthaltenen Vitaminmenge in den Preßsaft übergeht. Weiter 
aber passieren diese Preßsäfte sehr rasch den Verdauungstrakt der 
Tauben. Man kann an der Färbung der Fäzes dies direkt verfolgen 
und feststellen, daß schon 1 bis 2 Stunden nach der Zwangsfütterung 
die ersten Anteile der Preßsäfte wieder entleert werden. Es ist also 
sehr leicht möglich, daß bei ihnen die Ausnutzung eine sehr schlechte 
ist. Aus allen diesen Gründen erscheint die Verwendung von pflanzlichen 
Preßsäften zu Vitaminversuchen an Tauben als ungeeignet. Die Ver- 
suche mit Preßsäften verliefen dementsprechend auch negativ. Es 
wurden an insgesamt sechs Tauben geprüft: Preßsäfte von 1. frischem 
Rübenblatt, 2. frischem Gras, 3. frischer Luzerne. Die verabreichten 
Mengen entsprachen jeweils 6 und 10 bzw. 8 und 12g Frisch- 
material. 

Das Gesamtergebnis der Versuche an Tauben zeigt also, daß frische 
grüne Vegetabilien, und zwar Rübenblätter, Wiesengras und Luzerne, 
in Mengen bis zu 12g täglich verabreicht, nicht genügen, um die Tiere 
vor Vitamın- PR Mangel zu schützen. Der Eintritt der Mangelerscheinungen 
wird dabei nicht einmal hinausgeschoben. Es ist das immerhin ein 
bemerkenswertes Ergebnis, da Mengen von 6 bis 12 g Gras oder Luzerne 
für ein so kleines Tier wie eine Taube immerhin als recht beträchtlich 
gelten können. Sie entsprachen, auf das Durchschnittsgewicht unserer 
Tauben berechnet, 2 bis 4g grünen Materials auf 100 g Taube. 

Nun darf aber nicht vergessen werden, daß Tauben als reine Körner- 
fresser grüne Pflanzen überhaupt nicht aufnehmen, und es erscheint 
deshalb die Frage berechtigt, ob nicht andere Vögel, die regelmäßig 
Gras zu sich nehmen, den Vitamingehalt grüner Pflanzen besser zu 
verwerten vermögen, als das die Tauben tun. Grasfresser sind unter 
dem Hausgeflügel die Hühner, die mit Vorliebe Grasplätze und andere 
Grünflächen aufsuchen. Hühner sind zu Vitamin-B-Versuchen ebenfalls 
gut geeignet, und wir haben deshalb die Versuche mit Hühnern wieder- 
holt. Da Hühner bedeutend schwerer als Tauben sind, bezogen wir 
die zu verabreichende Grünfuttermenge auf das Körpergewicht und 
gaben, da bei den Tauben 2 bis 4g Grünfutter pro 100 g Körpergewicht 
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in keinem Falle genügten, den Vitamin-B-Bedarf zu decken, den Hühnern 
eine Grünfuttermenge, die 1,5 bis 2g Grünfutter pro 100 g Körper- 
gewicht entsprach. Die Versuchsergebnisse waren folgende: 

Zwei Hühner erhielten eingesäuertes Rübenblatt aus einem Deutschen 
Futterturm, und zwar 2 bzw. 1,5g auf 100 g Körpergewicht. Henne 1 
mit 1140 g Anfangsgewicht erhielt somit 22 g, Henne 2 mit 1098 g 
16 g Rübensilage pro Tag. Der Versuchsverlauf ist kurvenmäßig in 
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Abb. 1 dargestellt. Er ist eindeutig negativ. Das Körpergewicht sank 
bei beiden Tieren erheblich, um etwa 40%. Die Körpertemperatur 
ging nur bei dem zweiten Tiere in den letzten Tagen merklich zurück. 
Die Tiere waren am 40. bzw. 33. Versuchstage in einer sehr bedenklichen 
Verfassung, besonders Nr. 2 konnte nicht mehr auf der Stange sitzen 
und zeigte ausgesprochene Schwäche der Beine. Durch Zugabe von 
2g Hefe (bei + der Abb. 1) wurde sofortige Besserung, Anstieg des 
Gewichts und Rückkehr normaler Körpertemperatur erzielt. 


Le 
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Zwei weitere Tiere (Hennen 3 und 4, Abb. 1) erhielten esngesduerten 
Rotklee, und zwar ebenfalls 2 bzw. 1,5g pro 100g Körpergewicht. 
Auch bei ihnen gelang es nicht, mit dieser Zulage den normalen Er- 
nährungszustand aufrecht zu erhalten, aber der Gewichtsabfall war, 
wie die Gewichtskurven zeigen, innerhalb von 40 Tagen viel geringer 
als bei den ersten Tieren. Auch die Körpertemperatur war nur ganz 
wenig gesunken. Man gewann dadurch den Eindruck, daß hier doch 
eine Vitamin-B-Wirkung vorgelegen haben müsse, wenn auch die 
zugeführten Mengen offenbar den Bedarf der Tiere nicht gedeckt hatten. 

Es wurde deshalb zu weiteren Versuchen nunmehr zunächst 
frisches Gras herangezogen, und zwar erhielt Henne 5 mit 1230 g Anfangs- 
gewicht 24 g und Nr. 6 mit 1061 g Anfangsgewicht 16 g frisches Gras. 
Dieser Versuch brachte einen vollen Erfolg. Nr. 5 hielt sich innerhalb 
der 40 Versuchstage auf ihrem Gewicht und auf normaler Körper- 
temperatur und legte in dieser Zeit 5 Eier. Auch Nr. 6 hielt sich mit 
der geringeren Menge auf ihrem Gewicht. 

Ein letzter Versuch endlich erhártet das gefundene positive Er- 
gebnis noch weiter. Es wurde zunächst zwei Tieren (Nr. 7 und 8) frisches 
Zuckerrübenblatt, und zwar wieder 2 bzw. 1,5 g pro 100 g Körpergewicht 
täglich gereicht. Bei beiden Tieren genügten die damit zugeführten 
Vitamin-B-Mengen aber nicht (Abb. 1). Sie nahmen innerhalb von 
30 Tagen stark an Körpergewicht ab und zeigten auch erheblichen 
Rückgang der Körpertemperatur. Nr.7 war am 32. Versuchstage in 
sehr schlechter Verfassung, und da auch die Temperatur stark zurück- 
gegangen war, wurde die Zulage geändert (Zeichen A der Abb. 1) 
und an Stelle der 26 g Zuckerrübenblatt 26 g frische Luzerne gegeben. 
Bei Nr. 8 hatte die Zulage schon am 29. Versuchstage wegen schlechten 
Befindens des Tieres geändert werden müssen, und zwar waren ihr 
nunmehr 18 g Luzerne verabreicht worden. Beide Tiere erholten sich 
bei der Luzernezugabe sehr schnell und waren bereits 3 Tage nach 
Beginn derselben völlig munter und fraßen die Reiskost gut. Sie er- 
holten sich bis zum Schluß des Versuchs am 60. Tage vollkommen, 
nahmen an Gewicht regelmäßig und erheblich zu und hatten ihre 
normale Körpertemperatur wieder erreicht. 

Die Versuche an Hühnern zeigen also ein wesentlich anderes 
Ergebnis als die Taubenversuche. Es ist mit frischem Gras und frischer 
Luzerne in Mengen von 2 und 1,5g pro 100g Körpergewicht gelungen, 
diese Tiere in normalem Zustande zu erhalten, ja, beim Luzerneversuch 
sogar an Vitamin-B-Mangel leidende Tiere in normale Verfassung 
zurückzubringen. Im übrigen geben die Versuche weitere Anhaltspunkte 
über den Unterschied im Vitamin-B-Gehalt der geprüften Materialien 
und zeigen, daß Zuckerrübenblätter einen geringeren, Luzerne und 
Gras aber einen sehr wesentlich höheren Vitamingehalt besitzen. Vor 
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allem ist aber als bemerkenswertes Ergebnis festzustellen, daf Hühner 
sich anders verhalten als Tauben. Hühner kommen offenbar mit sehr 
viel geringeren Vitamin-B-Mengen aus als Tauben, oder vermögen das 
in grünen Pflanzenzellen enthaltene Vitamin B besser auszunutzen 
und zu verwerten als Tauben. 

Wir legten uns die Frage vor, welche Mengen von grünem Material 
wohl an Tauben verfüttert werden müßten, um einen Schutz gegen 
Vitamin-B-Mangel zu erzielen. Da man Tauben größere Mengen als 
die von uns verabreichten nur mit sehr großen 
Schwierigkeiten beibringen kann, führten wir 
einen Versuch mit fein in der Kugelmühle 
gemahlenem Luzerneheu aus. Dieses stammte 
von der gleichen Luzerne, wie sie bei dem oben 
geschilderten Versuch zur Verwendung kam. 
Die Gewichtskurve der Taube 101, die wir 
in Abb. 2 geben, veranschaulicht den Verlauf 
des Versuchs und zeigt, daß erst 7 bis 8 g 
genügen, um Gewicht und Temperatur der 
Taube konstant zu erhalten. Diese ent- 
sprechen, unter Berücksichtigung des Trockensubstanzgehalts der 
frischen Luzerne und des Luzernemehles, etwa 37 g frischer Luzerne, 
also einer Zufuhr von etwa 10 g auf 100 g Körpergewicht Taube. 

Selbst wenn ein Verlust an antineuritischem Vitamin durch die 
Heubereitung und Aufbewahrung der Luzerne eingetreten wäre, geht 
doch hieraus hervor, daß die zur Deckung des Vitamin-B-Bedarfs 
erforderlichen Grünfuttermengen bei Tauben außerordentlich groß sein 
müssen. Wir beabsichtigen, diese Verhältnisse durch neue Versuche 
noch weiter aufzuklären. 


Zusammenfassung. 


Nach den an Hühnern und Tauben mit frischen Zuckerrüben- 
blättern, Gras und Luzerne und einigen Sauerfutterarten ausgeführten 
Untersuchungen werden von Tauben sehr viel größere Mengen solcher 
Materialien zur Deckung des Bedarfs an antineuritischem Faktor des 
Vitamins B benötigt als von Hühnern. Tauben sind, da man ihnen 
so große Mengen nicht beibringen kann, zur Prüfung solchen Materials 
ungeeignet, und man kann aus negativ verlaufenen Taubenversuchen 
nicht auf das Fehlen von antinewritischem Vitamin in grünem Pflanzen- 
material schließen. 


Weiterer Beitrag zum Vitamingehalt des Bieres. 


Von 


Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 
(Aus dem Veterinär-Physiologischen Institut der Universität Leipzig.) 
(Eingegangen am 16. April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit haben wir ausführliche Untersuchungen über den 
Vitamingehalt obergärigen und untergärigen Bieres angestellt und 
dabei gefunden, daß Vitamin A und C in den untersuchten Biersorten 
nicht und Vitamin B im untergärigen Biere in minimalen Spuren, im 
obergärigen aber etwas reichlicher vorhanden war!). 

Neuerdings erhielten wir Kenntnis von einem Schwarzbier, welches 
zu Versuchszwecken unter Mitverarbeitung von Roggenkeimlingen 
hergestellt worden war. Da Roggenkeime einen sehr hohen Gehalt 
an Vitamin B besitzen?), erschien es uns von Interesse, im Anschluß 
an unsere ersten Untersuchungen dieses Bier auf seinen Vitamin-B- 
Gehalt genauer zu prüfen. 

Das Bier wurde wie bei unseren früheren Untersuchungen im Vakuum 
bei etwa 40° schonend eingedickt und dabei aus 3000 cem Bier 100 g Bier- 
sirup erhalten. Insgesamt wurden 15 Liter verarbeitet. Die Untersuchungen 
erstreckten sich sowohl auf den wachstumsfördernden Faktor des Vitamins B 
im Rattenversuch, als auch auf den antineuritischen Faktor im Tauben- 
versuch. 

l. Die Versuche an Ratten wurden in der in unserer früheren 
Mitteilung!) beschriebenen Weise angestellt. 

Die vitaminfreie Nahrung hatte auf Grund unserer inzwischen ge- 
machten Erfahrungen eine etwas andere Zusammensetzung. Sie bestand 
aus durch Extraktion vitamin-B-frei gemachtem Casein (209% ), gehärtetem 
Pflanzenfett (15%), Salzgemisch nach McCollum und Davis (5%) und 


Maispuderstärke der Deutschen Maizenawerke (60%). Zwecks Zufuhr von 
Vitamin A wurden täglich 0,5 g Butterfett verabreicht. 


1) A. Scheunert und M. Schieblich, Chemie der Zelle und Gewebe 12, 
45 bis 56, 1924. 


2) A. Scheunert, diese Zeitschr. 183, 113, 1927. 
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Die mit dieser Kost gehaltenen Ratten 1858 und 1859 nahmen, 
wie die beigegebenen Wachstumskurven (Abb. 1) zeigen, nur wenige 
Tage zu, stellten dann das Wachstum ein und verloren an Gewicht, 
so daß sie bereits am 18. Versuchstage die Erscheinungen des Vitamin-B- 
Mangels (Abmagerung, struppiges Fell, Hinfälligkeit, Kotfressen) 
zeigten. An diesem Tage wurde den Tieren täglich 0,5g Biersirup 
zugelegt. Höhere Zulagen erschienen nicht angebracht, da sonst die 
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Abb. 1. 


Gefahr der Verweigerung bestanden hátte. Schon die gegebenen 0,5 g 
wurden von Ratte 1858 gelegentlich nicht ganz aufgenommen. Die 
0,5 g Biersirup brachten, wie die Wachstumskurven zeigen, das Wachs- 
tum der Ratten langsam und schleppend in Gang und vermochten es 
auch úber die ganze Versuchsdauer von 69 Tagen hin zu unterhalten. 
Dies beweist, daB in dem Biersirup tatsáchlich Vitamin B, und zwar 
dessen wachstumsfórdernder Faktor, enthalten war. Seine Menge ist 
aber gering und noch nicht so hoch wie in dem von uns früher unter- 
suchten, nach Porterart gebrauten Biere. Dies wird besonders deutlich, 
wenn man die dem gegebenen Extrakt entsprechende Biermenge auf 
60 kg Ratte berechnet, wie wir es auch in unserer ersten Veröffent- 
lichung getan haben. Es wiirden dann bei 60 kg Ratte táglich 18 Liter 
des untersuchten Schwarzbieres benótigt worden sein, wáhrend bei 
unseren früheren Untersuchungen mit 5Liter Porterbier noch ein 
etwas besserer Wachstumserfolg erzielt worden war. Der Versuch 
zeigt also, daß das untersuchte Bier nur sehr geringe Mengen von 
Vitamin B enthält, die keineswegs die Mengen, die man in gewöhnlichem 
Biere findet, übersteigen. 

2. Auf antineuritischen Faktor wurde an Tauben ebenfalls in der 
früher geschilderten Weise geprüft. 


Die Tauben 7, 51 und 56 wurden in Einzelkäfigen auf Reisnahrung 
gehalten und ihnen täglich 2 g Biersirup vom ersten Versuchstage an zugelegt. 
Dieser Biersirup wurde mit vitamin-B-freier Maispuderstärke zu Pillen 
geformt und diese täglich den Tieren zwangsweise einverleibt. Es war 
sehr schwierig, die Tiere zu zwingen, diese Mengen bei sich zu behalten, 
da sie sich bemühten, dieselben zu erbrechen. Deshalb mußte auch von 
einer Erhöhung der Biersirupgabe Abstand genommen werden. Gewicht 
und Temperatur der Tiere wurden zweimal wöchentlich ermittelt. 
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Der Verlauf des Versuchs ist wiederum kurvenmäßig dargestellt 
(Abb. 2) und war durchaus eindeutig. Die 2g Biersirup genügten 
nicht, um die Tiere vor der Polyneuritis zu schützen. Sie zeigten durch- 
weg starken Gewichtsrückgang und den bekannten, vor den typischen 
Krankheitserscheinungen eintretenden Temperatursturz. Taube 7 
bekam bereits am 19. Versuchstage die typischen Krämpfe und ver- 
endete am 21. Versuchstage. Bei den anderen Tieren wurde der Versuch 
vor Eintritt der Krämpfe durch Hefe- 
zugabe abgebrochen. Das Ergebnis 
des Versuchs ist somit dahin zu- 
sammenzufassen, daß es nicht gelang, 
in einer täglichen Gabe von 2 g Bier- 
sirup, die 60 ccm Bier entsprach, 
den antineuritischen Faktor nachzu- 
weisen. Dieses Ergebnis entspricht 
ebenfalls dem unserer früherenUnter- 
suchungen, bei denen es nur in einem 
Falle mit Porterbiersirup gelang, 
eine Taube längere Zeit vor dem 
Ausbruch der Taubenberiberi zu 
schützen. Es handelte sich dabei um 
eine offenbar besonders vitamin- 
reiche Bierprobe, da andere Porter- 
bierproben ebenso wie der aus hellem 
Bier gewonnene Sirup versagten. 
In unserem vorliegenden Falle war, 
wie schon der Rattenversuch zeigt, 
die Menge des Vitamins B noch 
wesentlich geringer als in dem da- 
mals untersuchten Porterbier und 
genügte nicht, um im Taubenversuch 
nachgewiesen zu werden. 


Zusammenfassung. 


Ein auf seinen Gehalt an Vitamin B untersuchtes Schwarzbier, 
das unter Verwendung von Roggenkeimlingen hergestellt worden war, 
enthielt, wie Versuche an Ratten und Tauben zeigten, nur sehr geringe 
Mengen von Vitamin B, die den Vitamin-B-Gehalt anderer, früher 
untersuchter Biersorten nicht übersteigen. Der Vitamin-B-Gehalt war 
noch geringer als der eines damals untersuchten Porterbieres. Unsere 
früheren Untersuchungen erfahren hierdurch gleichzeitig eine Bestätigung. 


Über die bei der Sauerfutterbereitung entstehenden flüchtigen 
Fettsäuren. II. 


Von 
C. Brahm 
unter Mitarbeit von Gertrud Andresen und Ruth Prillwitz. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 20. April 1927.) 


In der ersten Mitteilung (1) hat der eine von uns (Brahm) über 
die bei der Einsäuerung von frischem grünen Mais im Elektrosilo 
auftretenden flüchtigen Säuren berichtet. Es konnten darin Essig- 
säure, Propionsäure, Buttersäure, Valeriansäure, Methyläthylessigsäure 
und Capronsäure nachgewiesen werden. In der Literaturzusammen- 
stellung wurden bei dem Vorkommen von Propionsäure nur amerikani- 
sche Forscher zitiert. Wir möchten ergänzend noch mitteilen, daß 
auch schwedische Forscher (2) das Auftreten von Propionsäure bei 
der Einsäuerung pflanzlicher Futtermassen beobachtet haben. Zu 
den vorliegenden Versuchen benutzten wir ein kohlehydratreiches 
Futtermittel, Zuckerrübenblätter und -köpfe, welche uns von der 
Städtischen Gutsverwaltung Buch geliefert wurden. Die Konservierung 
erfolgte in den Versuchsgärkammern, System Gärtner und Aurich, 
mit Preßvorrichtung, welche im Garten des Tierphysiologischen Instituts 
errichtet sind. Die Ausmaße derselben betragen 2 x 2 x 3,20 m, so 
daß jede einen Rauminhalt von etwa 13 cbm aufweist. Die Kammern 
sind absolut wasserundurchlässig. Zum Anpressen der Futtermassen 
dient je eine unter dem Dache angebrachte Differentialhebelpresse. 
Von den Rübenblättern und -köpfen wurden 91 Zentner inungehäckseltem 
Zustande eingebracht, gleichmäßig verteilt und festgetreten. Die 
Presse wurde nach Aufbringen eines passenden Bohlenbelags auf die 
Rübenblätter in Tätigkeit gesetzt, um eventuell noch vorhandene 
Hohlräume auszugleichen und die eingeschlossene Luft auszutreiben. 
Leider war das zu konservierende Futtermaterial nicht einheitlich, 
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da ein kleiner Teil Seradella mit angeliefert worden war. Der erste 
Versuch begann am 21. Oktober 1924. Die Temperatur wurde während 
der Konservierung durch Stabthermometer in 1m Tiefe beobachtet. 
Dieselbe stieg nicht über 30°C. Durch das Anziehen der Presse wurde 
bald Zellsaft ausgetrieben. Die ganze Futtermasse setzte sich nach 
Aufhören des Zellturgors stark zusammen und war von dem Silosaft 
bedeckt. Nun wurden die Preßbohlen mit einer starken Lehmschicht 
abgedichtet, die wöchentlich angefeuchtet wurde, und die Masse sich 
selbst überlassen. Am 27. November 1924 wurde eine Probe des Silo- 
saftes entnommen und ebenso am 22. Januar 1925. Die Analysen der- 
selben waren nachstehende: 


| "Se be Silosaftprobe 

A f o i A 
Wasser A a a a A er o rer re A wm 93,82 
Trockensubstanz . . 2 2 2 2 2 2 2 a 5,12 6.18 
Organische Substanz . . . 2 2 2 22.0. 3,19 4,13 
OI 2 ds Se e ée 0,50 | 2,69 
ANOS a ei di A a a 1,93 | 2,05 
Essigsäure, frei 2 2 2 2 2 on. | 0,53 0,42 

5 gebunden. . . 2. 2 22 2.2. 0,12 0,08 
Buttersáure, frei. . 2 2 2 2 2 20. ' nicht vorhanden ` nicht vorhanden 

gebunden `, .. araa 

Milchsäure. oo a 088 " oe 


Die Säuren wurden nach dem Verfahren von Wiegner und Maga- 
sanik (3) bestimmt. Die Konservierung des Futters dauerte bis Ende 
Januar 1925 (4). Der über der Futterkonserve stehende Silosaft diente 
als Ausgangsmaterial für die Gewinnung der flüchtigen Fettsäuren. 
Es wurden insgesamt 50 Liter verarbeitet. Nach Ansäuern mit Phosphor- 
säure bis zur kongosauren Reaktion wurden die freien Fettsäuren mit 
Wasserdampf abgetrieben, die Destillate mit Natriumhydroxyd alkalisch 
gemacht und auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht. Die fettsauren 
Alkalien wurden in wässeriger Lösung durch Schwefelsäure zersetzt 
und viermal mit Äther ausgeschüttelt. Die ätherische Fettsäurelösung 
wurde zunächst durch Stehen über geglühtem Natriumsulfat ent- 
wássert und dann unter Benutzung eines Birektifikators von Äther 
befreit. Die Trennung des Rohfettsäuregemisches geschah durch 
fraktionierte Destillation unter Zerlegung in Fraktionen, welche un- 
gefáhr der Ameisensäure, Essigsäure, Propionsäure, Buttersäure, 
Valeriansäure und höheren Fraktionen entsprachen. Die Trennung 
und die Isolierung der einzelnen Säuren gestaltete sich sehr schwierig, 
da dem Gemisch verschiedene Ester beigemischt waren, welche ähnliche 
Siedepunkte zeigen wie die freien Säuren. Es wurden zunächst nach- 
stehende Fraktionen aufgefangen: 
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1. Fraktion. Bis IC: er e o 2ER 
2 a 101 bis 119 ........ . 265 g 
3. e 120 , 140 ......... 48 gq 
4. e l41 „ 158 Sé 22.24 7,6g 
Di ve 156 „ 1646 ......... 60g 
6 e 105 „ 174 22: 22. 2 gew 45g 
7 > 175 , 186 ......... 248 


Die erste Fraktion bestand aus Wasser, Alkohol und Äther und 
einer geringen Menge eines Estergemisches, welches zwischen 76 und 
98°C überging. Es schien eine Mischung von Essigsäure- und Propion- 
säureäthylester zu sein. Die Menge war zu gering, um eine genaue 
Analyse durchzuführen. Aus den übrigen Fraktionen wurden zunächst 
zur Orientierung Silbersalze hergestellt und dafür nachstehende Silber- 
werte gefunden: 


Fraktion 2. 
0,0642 g hinterließen 0,0380 g Silber. 
Berechnet für Silberacetat, C¿H,0¿Ag = 64,63%, Ag. 
Gefunden: 59,2%, Ag. 


Fraktion 3. 
0,0864 g lieferten 0,049 g Silber. 
Berechnet für Silberpropionat, C¿H¿O,Ag = 59,62%, Ag. 
Gefunden: 56,71% Ag. 


Fraktion 4. 
0,0964 g lieferten 0,0542 g Silber. 
Berechnet für Silberbutyrat, C,H,O,Ag = 55,34% Ag. 
Gefunden: 54,94% Ag. 


Fraktion 5. 
0,6256 g lieferten 0,0542 g Silber. 
Berechnet für Silberbutyrat, C,H,O,Ag = 55,34% Ag. 
Gefunden: 55,25°, Ag. 

Fraktion 6. 
0,1396 g lieferten 0,0738 g Ag. 
Berechnet für Silbervalerianat, C,H,0,.Ag = 51,62% Ag. 
Gefunden: 52,87% Ag. 

Fraktion 7. 
0,1386 g lieferten 0,0711g Ag. 
Berechnet für valeriansaures Silber, C,H,O,Ag = 51,62%, Ag. 
Gefunden: 51,29%, Ag. 


Durch weitere fraktionierte Destillation ließ sich aus Fraktion 2 eine 
Säure gewinnen, welche zwischen 115 und 120°C überging. Ein daraus 
dargestelltes Silbersalz zeigte einen Silbergehalt von 62,97%, Ag (0,642 g 
ergaben 0,1033 g Ag). Aus dem über 120% C siedenden Anteil der Fraktion 2 
und aus Fraktion 3 ließ sich eine Säure isolieren, welche einen Siedepunkt 
von 140 bis 141° C zeigte. Ein daraus hergestelltes Silbersalz zeigte einen 
Silbergehalt von 59,98%, Ag. 0,0937 g ergaben 0,0562 g Ag. 


Berechnet für Silberpropionat, C,H,0,Ag = 59,62%, Ag. 
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Aus den Fraktionen 4 und 5 ließ sich durch weitere Rektifikation ein 
Destillat gewinnen, welches ein Silbersalz mit 55,65% Ag aufwies. 
0,0937 g ergaben 0,0452 g Ag. 

In dem Vorlauf von Fraktion 2 konnte Ameisensäure in geringen Mengen 
nachgewiesen werden. Zur weiteren Identifizierung wurden die Kalksalze 
von Fraktionen 2, 3 und 4 dargestellt und darin nachstehende Werte für 
Ca gefunden: 

Fraktion 2. 
0,7487 g ergaben 0,2462 g CaO. 


Berechnet für Calciumacetat, ao + H,O = 22,69%, Ca. 


Gefunden: 23,56%; Ca. 
Fraktion 3. 


0,8445 g ergaben 0,2266 g CaO. 


Berechnet für Caleiumpropionat c H CH CO00>Ca+ H,O = 19,57% Ca. 


Gefunden: 19,18%, Ca. 
Fraktion 4. 

0,7340 g ergaben 0,1762 g CaO. 

Berechnet für Calciumbutyrat, (CH,CH,CH,),Ca + H,O = 17,25% Ca. 

Gefunden: 17,16% Ca. 

Nach nochmaligem Umkristallisieren wurde eine kalt gesättigte 
Lösung dieses Calciumsalzes hergestellt. Dieselbe trübte sich beim Erhitzen 
stark. In lufttrockenem Zustande wurde ein Kristallwassergehalt von 1% 
festgestellt. Ein weiteres Charakteristikum für normale Buttersäure. 

-~ Aw diesen drei Fraktionen wurden auch noch die entsprechenden 
Äthylester hergestellt und dafür nachstehende Siedepunkte gefunden: 


Fraktion 2. ` 

Kp. = 78,0°C unkorrigiert (Kp. für Athylacetat 77°C). 
Fraktion 3. 

Kp. = 97,5°C (Kp. für Äthylpropionat 98,8% C). 

Fraktion 4. E 

Kp. = 119,20 C (Kp. für Athylbutyrat 119,9% C). 

Von den Fraktionen 5, 6 und 7 wurde auch das optische Drehungs- 
vermögen untersucht. Nur die letztere war optisch aktiv und zeigte 
eine Drehung von + 0,320. Daraus errechnet sich ein ungefährer 
Gehalt von 1,85%, an rechtsdrehender Methyläthylessigsäure, unter 
Zugrundelegung des spezifischen Drehungsvermógens von + 17,30 
für reine Methyläthylessigsäure. 

Aus einer gleich großen Menge Silosaft (50 Liter) aus einem zweiten 
Silo, der mit denselben Futtermassen, Zuckerrübenblättern und -köpfen 
nebst etwas Seradella, beschickt war, jedoch noch ein Konservierungs- 
salz (Viehsalz) enthielt (3), wurden in derselben Weise die flüchtigen 
Fettsäuren isoliert. Die Menge der ungereinigten Fettsäuren betrug 
445 g. 

Die Rohfettsäuren wurden wieder der fraktionierten Destillation 
unterworfen und in nachstehende Fraktionen zerlegt: 
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1. Fraktion. Kp. bis 1000C........ 38g 
2 N wë: 101I 45 IO s usa ie e e EIER 
3 = s TUE on. 120 adds a DER 
4. e » 121 „ 130 ........ 67g 
5. j > TIL y 150 + “su paa BE 
6 e „» 15l „ 164 ........ lg 
7 eg 165 „ 180 0 2222.20 DE 
8 e ge, SL ae IO ia er ME 
9 e w 196 A -g e a a OL 


Der Vorlauf Fraktion 1 bestand ebenfalls wieder aus Wasser. 
Spuren von Alkohol und Äther und einer geringen Menge eines Ester- 
gemisches, dessen Siedepunkt zwischen 77 und 99°C lag. Es dürfte 
also ein Gemenge von Essigsäureäthylester und Propionsäureäthylester 
vorgelegen haben. Ameisensäure ließ sich ebenfalls wieder nachweisen. 
Aus den Fraktionen 2 und 3 wurde zunächst eine geringe Menge eines 
Esters abdestilliert, der zwischen 98 und 99°C überging. Der größte 
Teil der beiden Fraktionen ließ sich zwischen 110 und 124°C über- 
treiben. Zur Identifizierung wurden wieder Silber- und Kalksalze 


dargestellt. 


Silbersalze. 
Fraktion 2. 
0,0656 g ergaben 0,0394 g Ag. 
Berechnet für Silberacetat, C¿H¿0,Ag = 64,63%, Ag. 
Gefunden: 60,05%, Ag. 


Fraktion 5. 
0,0937 g ergaben 0,0562 g Ag. 
Berechnet für Silberpropionat, C,H,O,Ag = 59,62%, Ag. 
Gefunden: 59,98% Ag. 


Fraktion 6. 
0,0812 g ergaben 0,0452 g Ag. 
Berechnet für Silberbutyrat, C,H.O,Ag = 55,34%, Ag. 
Gefunden: 55,65%, Ag. 


Fraktion 7. 
0,1226 g ergaben 0,0614 g Ag. 
Berechnet für valeriansaures Silber, CH0, Ag = 51,62%, Ag. 
Gefunden: 50,2% Ag. 


Fraktion 8. 
0,2046 g ergaben 0,1054 g Ag. 
Berechnet für valeriansaures Silber, C,H,0,Ag = 51,62%, Ag. 
Gefunden: 51,53% Ag. 


Fraktion 9. 
0,1118 g ergaben 0,0532 g Silber. 
Berechnet für capronsaures Silber, C¿H,,0.Ag = 48,20% Ag. 
Gefunden: 47,6% Ag. 
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Kalksalze. 
Fraktion 2. 
0,6308 g ergaben 0,2007 g CaO. 
Berechnet für (C,H,0,),Ca + H,O = 22,69%, Ca. 
Gefunden: 22,749, Ca. 
Fraktion A. 
0,8445 g ergaben 0,2266 g CaO. 
Berechnet für (C,H,0O,),Ca + H,O = 19,59%, Ca.. 
Gefunden: 19,18%, Ca. 
Fraktion 6. 
0,5721 g ergaben 0,1432 g CaO. 
Berechnet für (C,¿H,O,),Ca + H,O = 17,67% Ca. 
Gefunden: 17,90% Ca. 
Fraktion 7. 
0,5286 g ergaben 0,1170 g CaO. 
Berechnet für (C¿H,0O,),Ca + H,O = 15,39% Ca. 
Gefunden: 15,81% Ca. 


Bei der optischen Prüfung erwiesen sich nur die Fraktionen 7 und 8 
schwach optisch aktiv. Die Drehung war in beiden Fällen rechts- 


drehend. entsprechend einem Gehalt von 0,24 %, Traubenzucker. Die 


Capronsäurefraktion erwies sich als optisch inaktiv. 
$ 
Ein weiterer Versuch wurde mit einem proteinreichen Futterstoff aus- 


geführt. und zwar wurde frische Seradella (Ornithopus sativus) gewählt. 


Einzelheiten über diesen Versuch sind in dem Bericht von Mangold 
und Brahm (3) zu ersehen. Der Versuch wurde im November 1925 
angesetzt und der Saft zu den Untersuchungen im März und April 1926 
entnommen. Es wurden wieder 50 Liter der Wasserdampfdestillation 
unterworfen. An Rohfettsäuregemisch wurde aus den Alkalisalzen 
durch viermalige Ätherextraktion 764g erhalten. Bei der ersten 
fraktionierten Destillation wurden nachstehende Fraktionen auf- 


gefangen: 
Vorlauf bis 100°C CO... ... . . . 56g 


l. Fraktion. 101 „ 112 ......... . 35lg 
2. ER Ek. 140° 2 8.00. sie naar EE 
3. S 141 „ 100 02. er e ër ee e . 40g 
4. Ss 161: 3.1170. =: 26 er A EE 
5. 2 176: 5.190: u: Auer ee ee 
6 e 191. 5, 220 = a wi Tg 
7. 7 DIL. A i 5g 


Fraktion 1 und 2 wurden erneut destilliert und eine Säure erhalten, 
die größtenteils zwischen 112 und 120°C überging (Fraktion A). Der 
Destillationsrückstand wurde mit Fraktion 3 vereinigt und zwei 
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Destillate erhalten, die in der Hauptmenge zwischen 130 und 150% C 
(Fraktion B) und 155 und 165°C (Fraktion C) übergingen. 

Bei der Prüfung des optischen Drehungsvermögens erwies sich nur 
die Valeriansäurefraktion optisch aktiv. Dieselbe zeigte eine geringe 
Rechtsdrehung, während die Capronsáurefraktion wieder optisch 
inaktiv war. 


Die Silberwerte für die Fraktionen A, B, C, 4, 5, 6, 7 waren nach- 
stehende: 


Fraktion A. 
0,2163 g ergaben 0,1367 g Ag. 
Berechnet für Silberacetat, C,H,O,.Ag = 64,63% Ag. 
Gefunden: 63,05%, Ag. 

Fraktion B. 
0,1020 g ergaben 0,0612 g Ag. 
Berechnet für Silberpropionat, C¿H¿O,Ag = 59,62% Ag. 
Gefunden: 60,00%, Ag. 

Fraktion C. 
0,6256 g ergaben 0,3456 g Ag. 
Berechnet für Silberbutyrat, C,H.0,Ag = 55,34%, Ag. 
Gefunden: 55,25%, Ag. 

Fraktion 4. 
0,0636 g ergaben 0,0346 g Ag. 
Berechnet für Silberbutyrat, C,H-O,Ag = 55,34%, Ag. F 
Gefunden: 54,40%, Ag. 

Fraktion 5. 
0,1396 g ergaben 0,0738 g Ag. 
Berechnet für Silbervalerianat, C¿H¿O,Ag = 51,62% Ag. 
Gefunden: 52,87%, Ag. 

Fraktion 6. i 
0,2240 g ergaben 0,1074 g Ag. 
Berechnet für Silbercapronat, C¿H,,0,Ag = 48,20% Ag. 
Gefunden: 47,96%, Ag. 


Fraktion ?. 
0,1344 g ergaben 0,050 g Ag. 
Berechnet für Silbercaprinat, C,HnO,Ag = 38,48%, Ag. 
Gefunden: 37,65%, Ag. 


Der Destillationsrückstand der Fraktion 7 wurde nochmals in Äther 
aufgenommen, durch aktive Kohle entfärbt, der Äther verdampft und der 
Rückstand nochmals vorsichtig destilliert. Eine geringe Menge ging 
zwischen 265 und 273°C als dickes gelbes Öl über. Die Ausbeute war sehr 
gering und reichte nur zur Darstellung eines Silbersalzes, dessen Silberwert 
zu 36,32%, gefunden wurde. 

0,2456 y ergaben 0,0892 °, Ag. 


Sowohl diese Fraktion wie Fraktion 7 dürften keine reinen einheit- 
lichen Säuren der zehn Kohlenstoffreihen mehr darstellen. Eine Lösung 
der hochsiedenden Fraktion in Äther zeigte keine optische Aktivität. 
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Über die Bildungsmöglichkeiten dieser Säuren läßt sich ein scharf 
umrissenes Bild nicht geben, da in diesen gärenden Futtermassen 
eine ganze Reihe von Vorgängen nebeneinander verlaufen. Es handelt 
sich bei den Vorgängen der Grünfutterkonservierung um energetisch- 
biologische Vorgänge, als deren Urheber wir Mikroorganismen, be- 
sonders Bakterien und Pilze, ferner Fermente unterscheiden müssen. 
Dazu kommt noch das Stadium der Sauerstoffatmung und der an- 
aeroben Atmung in den zu konservierenden Pflanzen selbst. Die natür- 
liche Atmung der lebenden, frisch geschnittenen Pflanzen ist eine 
Sauerstoffatmung, die eine bedeutende Energieentwicklung (Wärme) 
zur Folge hat. Es ist dabei Verbrauch von Sauerstoff, Bildung von 
Kohlensäure und Wasser charakteristisch. Ein sehr interessanter 
Versuch über die beim Lagern frisch gemähten Grases auftretenden 
Gase liegt von Berthelot (5) vor. Ein Haufen von 50cm Höhe und 
1,80 m Durchmesser frisch gemähten Grases wurde mit einem Tuche 
bedeckt und etwa 3 Wochen die Temperatur innerhalb des Haufens 
und die Außentemperatur bestimmt und die Zusammensetzung der 
sich innerhalb der Grasmassen bildenden Gase fortlaufend analysiert. 
T' = Temperatur in der Mitte des Haufens, T = Temperatur der 
umgebenden Luft. 


T co O 

Datum | °C ai, ai, 
1. (früh) | 205 1,2 19,5 
1. (abends) | 18,5 2,17 18,9 
2. | = 2,3 19,3 
3 16,5 2,8 17,9 
4 = 2,4 18,1 
z 16,0 5,0 16,6 
17,0 10,8 10,9 
2" 175 16,6 6.0 
8. 21,0 194 3,0 
10. 215 17,9 5,2 
11. 13 8,5 13,9 
14. 14 2,1 18,7 
16. 12 2,9 17,3 
192. 10 | 17 18,3 


~e 


*) Der Haufen setzt sich auf die Hälfte zusammen. — +) Alkohol in Spuren. 


Die Atemtätigkeit ist chemisch als eine Oxydation aufzufassen, bei 
welcher der durch die lockere Lagerung des eingefüllten Pflanzen- 
materials reichlich vorhandene Luftsauerstoff gebunden wird, ein 
Vorgang, der auf der katalytischen Wirkung von Fermenten beruht. 
Daneben spielt die intramolekulare Atmung der noch lebenden Pflanzen 
eine große Rolle. Palladin (6) vergleicht die anaerobe Atmung mit 
den Vorgängen der trockenen Destillation, die aus einer Reihe auf- 
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einanderfolgender Reduktionen und Oxydationen auf Kosten des 
gebundenen Sauerstoffs besteht und die durch die Anwesenheit be- 
sonderer Fermente ermöglicht ist. Während bei Luftzutritt die Produkte 
der anaeroben Atmung durch die Oxydation mit Hilfe des Luftsauer- 
stoffs gänzlich zerstört werden, werden sie bei Luftabschluß wenigstens 
teilweise in höher molekulare Substanzen wie Alkohol und Fettsäuren 
übergeführt. Die anaerobe Atmung stellt eine langsame Verbrennung 
der Zuckerarten und anderer Stoffe bei niederen Temperaturen dar. 
Der Verlauf derselben hängt von der Größe des Sauerstoffabschlusses 
und der Menge des gärungsfähigen Zuckers in der Futterpflanze ab. 
Wie die Pflanzenatmung, so führt auch die Mikroorganismentätigkeit 
bei Luftabschluß nicht zur vollständigen Zerstörung der Pflanzenstoffe. 
Es werden auch hierbei neben Kohlensäure und Wasser höhermolekulare 
Abbauprodukte, wie Alkohol und organische Säuren, gebildet. Letztere 
lassen sich in flüchtige und nicht flüchtige unterscheiden. Während 
Milchsäure und Essigsäure vorwiegend auf Kosten der N-freien Extrakt- 
stoffe gebildet werden, dürfte Buttersäure und die höheren Fettsäuren 
auch bei der Zersetzung eiweißhaltiger Substanzen entstehen, wie 
dies Neuberg und Rosenberg (7) bei der Fäulnis von Eiweißstoffen 
nachweisen konnten. Die Bildung dieser verschiedenen Säuren ist 
nicht notwendigerweise auf bakterielle Tätigkeit zurückzuführen, 
sondern die Bildung kann auch durch die Tätigkeit von Fermenten 
entstehen. Als Ausgangsmaterial der verschiedenen Fettsäuren dürften 
Aminosäuren in Frage kommen, aus welchen durch Desamidierung die 
entsprechenden Fettsäuren entstehen. Dieser Vorgang tritt haupt- 
sächlich bei Monoaminosäuren auf, z. B.: 


CH,CH(NH,)COOH — CH,CH,COOH 


Alanin Propionsäure 
CH;CH; C HC Hg 
DIS ES 
CH CH 
| — | 
CHN H) CH, 
| | 
COOH COOH 
a- Aminovaleriansiure | Veleriansäure 
CH, CH; C H; C H3 
7 N EN f 
CH CH 
| | 
CHo CH, 
| — | 
CH(N Ha) CH, 
| 
COOH COOH 


Leucin Capronsiiure 
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Das Auftreten der Buttersäure beobachtet man fast immer in 
Sauerfutter, welches durch unsachgemäße Behandlung, z.B. durch 
Vorhandensein von Luftlöchern infolge ungleichmäßigen Zusammen- 
setzens, erhalten wurde. In solchen Fällen tritt Eiweißfäulnis auf. 
Das Wesen derselben besteht in einer primären Hydrolyse der Eiweiß- 
körper und einer sekundären Veränderung der Spaltprodukte, die 
einmal auf einer Kohlensäureabspaltung, das andere Mal in einer 
Desamidierung besteht. So wurde durch Neuberg (8) (7) die Bildung 
der n-Buttersäure durch Fäulnis der Glutaminsäure beobachtet. 


COOH-CH,CH,CH(NH,)COOH COOH-CH,CH,CH, 


Glutaminsdure — Buttersäure 


In orientierenden Versuchen ist es uns gelungen, aus den Silo- 
säften Aminosäuren zu isolieren. In einem Falle gelang die Darstellung 
von Valin und Leucin. Dieselben wurden zunächst als Kupfersalze 
isoliert. Das Valinkupfer wurde als blauviolette Blättchen erhalten 
und nachstehender Kupfergehalt gefunden: 


0,2146 g ergaben 0,0574 g CuO. 
0,0828 g éi 0,0222 g CuO. 
Berechnet für (CHo NO) Cu = 21,49% Cu. 
Gefunden: 21,39°, Cu. 
21,43% Cu. 
Das Leucinkupfer zeigte die bekannte blaßblaue, fast weiße Farbe. 


0,0838 g ergaben 0,0210 g CuO. 
Berechnet für (C¿H,,N O,),Cu = 19,64% Cu. 
Gefunden: 20,49%, Cu. 


Es sind Versuche im Gange, welche sich mit dem Nachweis weiterer 
Eiweißabbauprodukte in Sauerfutter beschäftigen. Bei der Extraktion 
des Rückstandes der Wasserdampfdestillation mit Äther hinterblieb 
nach Abdestillieren desselben eine gelbbraune ölige Masse, welche in 
Wasser aufgenommen und durch Tierkohle entfärbt wurde. Beim 
Eindampfen der klaren wässerigen Lösung hinterblieben weiße Kristalle, 
welche einen Schmelzpunkt von 181 bis 182° C zeigten. Es dürfte also 
Bernsteinsäure vorgelegen haben. Die Untersuchungen zur Fest- 
stellung der nicht flüchtigen Säuren werden fortgesetzt. 


Aus kohlehydratreichen Grünfutterstoffen (Zuckerrübenblätter und 
-köpfe) treten bei der Einsäuerung in Silos oder Gärkammern die 
gleichen Fettsäuren auf, wie dieselben bei der Einsäuerung von Mais 
festgestellt wurden. Auch bei der Konservierung eiweißreicher Futter- 
stoffe (Seradella) treten die gleichen niederen Glieder der Fettsäuren 
auf, doch finden sich auch die höheren Glieder dieser Reihe bis zur 
Caprinsäure. l 
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Über die Rolle 
des Pankreas bei einigen toxischen Glykämien. I. 


Von 
A. Bornstein und R.D. Loewenberg. 


[Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Hamburg 
(Krankenhaus St. Georg).] 


(Eingegangen am 22. April 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine große Anzahl von Einzelbeobachtungen haben in der letzten 
Zeit darauf hingewiesen, daß das Pankreas nicht gleichmäßig Stunde 
für Stunde die gleichen Insulinmengen sezerniert, sondern daß die 
innere Sekretion des Organs durch komplizierte Vorrichtungen reguliert 
wird. Diese Vorrichtungen sind anscheinend teils nervöser, teils hormo- 
naler Natur. Für eine solche Regulation spricht z.B. der folgende 
Versuch, den Holm!) vor einiger Zeit in unserem Institut angestellt hat: 

Er exstirpierte Hunden das Pankreas und stellte durch intravenöse, 
kontinuierliche Dauerinjektion den Blutzucker auf ein normales Niveau 
ein. Dann gab er dem Hunde per os Traubenzucker, und zwar eine 
Menge, die beim gleichen Hunde vor der Pankreasexstirpation eine 
in normaler Weise abklingende, alimentäre Glykämie hervorgerufen 
hatte. Nach der Operation rief dieselbe Zuckermenge aber eine viel 
höhere und viel länger anhaltende Blutzuckersteigerung hervor, auch 
dann, wenn durch andauernde intravenöse Insulinzufuhr der Nüchtern- 
blutzucker tagelang normal gehalten war. Erst wenn gleichzeitig mit 
der Zuckergabe die Insulinzufuhr mehrere Stunden verdoppelt wurde, 
erhielt er eine normale Kurve der alimentären Glykämie. Es geht aus 
diesen Versuchen und einer Reihe anderer hervor, daß die Blutzucker- 
steigerung nach Kohlehydratzufuhr eine Vermehrung der Insulin- 
sekretion anregt, und daß ein komplizierter Mechanismus vorhanden 
ist, der die Sekretion des Insulins den momentanen Bedürfnissen des 
Organismus anpaßt. 


1) Holm, Arch. f. exper. Pathol. 121, 368, 1927. 
16* 
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Man kann nun von vornherein mit einer fast an Sicherheit grenzenden 
Wahrscheinlichkeit annehmen, daß es Gifte geben muß, die die Insulin- 
sekretion herabsetzen oder zeitweise ganz unterdrücken, und die dadurch 
eine Glykämie hervorrufen. Von einer Reihe von Giften ist angenommen 
worden, daß sie auf diese Art wirken. Allerdings hat man bisher niemals, 
soweit uns bekannt ist, ein Gift gefunden, das beim normalen Hunde 
Glykämie macht, das sich aber beim pankreaslosen Hunde als mit 
Sicherheit unwirksam erwiesen hätte. Gegen den Schluß, daß dann 
das betreffende Gift nicht an Pankreas angreife, könnte man jedoch 
den folgenden Einwand erheben: das Gift könnte zwar doch auf das 
Pankreas wirken, d.h. es könnte nach Pankreasexstirpation das Gift 
zunächst den Blutzucker unbeeinflußt lassen; es könnte das Gift aber 
gleichzeitig noch einen Angriffspunkt an den Nieren besitzen und 
z. B. die Zuckerschwelle der Nieren erhöhen. Das würde sich beim 
normalen Tiere nicht geltend machen, wohl aber würde beim pankreas- 
losen Tiere dann weniger Zucker als vorher durch die Nieren aus- 
geschieden werden und der Blutzucker müßte ansteigen. Das gleiche 
würde übrigens auch eintreten, wenn nicht die Zuckerschwelle, sondern 
überhaupt die Sekretion der Nieren durch das Gift geschädigt würde. 


Es gibt verschiedene Arten, wie man diesem Einwand begegnen 
könnte. Als beste hat sich uns nach anderen Versuchen die oben er- 
wähnte Methode Holms bewährt, die in folgender Form angewandt 
wurde: 


Einem Hunde wurde das Pankreas exstirpiert. Nachdem das Tier 
sich von der Operation erholt hatte, d. h. nach etwa 3 bis 5 Tagen, wurde 
mit dem Versuch begonnen. Eine Kanüle wurde in eine Beinvene ein- 
gebunden und mittels einer Dauertropfeinrichtung kontinuierlich eine In- 
sulinlösung einlaufen gelassen, deren Gehalt von Zeit zu Zeit variiert wurde, 
bis man die Menge gefunden hatte, mit der sich ein etwa normales Niveau 
des Blutzuckers dauernd einstellen ließ. Das Insulin war in einer Trauben- 
zuckerlösung aufgelöst; die Zuckermenge wurde so gewählt, daß mindestens 
der Grundumsatz des Tieres durch den Zucker gedeckt wurde. Diese 
Maßnahme war notwendig, weil erfahrungsgemäß bei pankreaslosen Hunden 
die Glykogenvorräte sehr schnell aufgebraucht sind, und wir hoffen konnten, 
durch gleichzeitige Zuckerinjektion die Glykogendepots wieder etwas zu 
füllen. Das ist deswegen wichtig, weil die meisten Gifte nur dann eine 
Glykámie hervorrufen, wenn eine gewisse Menge Glykogen in der Leber ist. 
Aus (lem gleichen Grunde wurden die Tiere auch nach der Operation reichlich 
mit Kohlehydraten gefüttert und bekamen mehrmals täglich die nötige 
Insulinmenge subkutan. 

Stündlich, manchmal auch halb- oder viertelstündlich wurden Blut- 
proben aus einer Ohrvene entnommen und sofort der Zuckergehalt nach 
Hagedorn bestimmt. Hatte sich ein gleichmäßiger Zuckerspiegel eingestellt, 
so warteten wir eine Reihe von Stunden, ehe wir das Gift gaben. Man darf 
diere Vorperiode nicht zu kurz nehmen, aus Gründen, die später genauer 
erörtert werden sollen; 5 Stunden scheint die kürzeste in Frage kommende 
Zeit zu sein. Dann wurde das zu untersuchende Gift verabfolgt und der 
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Effekt abgewartet, eventuell der Versuch nach einigen Stunden nochmals 
wiederholt. 

Im allgemeinen sind diese Versuche sehr anstrengend und zeitraubend. 
Selten stellt sich ein konstantes Niveau vor 24 Stunden ein, so daß die 
Versuche meist etwa 36 Stunden dauerten. Wir hätten die Versuchsreihen 
nicht zur Durchführung bringen können, wenn wir nicht von den technischen 
Assistentinnen Frl. Heyer, Frl. von Rittersberg, Frl. Boothby und Schwester 
Käthe Stümpel in aufopferungsvoller Weise unterstützt worden wären. 


L Die Parasympathicusglykámie. 


Der Begriff der Parasympathicusglykámie wurde von Bornstein 
und Vogel!) aufgestellt, die entgegen anders lautenden Angaben fest- 
stellten, daß die Gifte Pilocarpin, Physostigmin, Cholin, Acetylcholin 
eine Glykämie hervorrufen, deren Zustandekommen durch Atropin 
verhindert werden kann. 


Auch die im anaphylaktischen Schock auftretende Glykämie ist nach 
den Angaben von La Barre?) dieser Gruppe zuzuzählen. So sehr diese 
Beobachtungen immer wieder, auch von anderen Autoren?) bestätigt 
wurden, so dunkel ist das Wesen dieser Glykämie. Nach den Versuchen von 
Bornstein und Holm*) hat sie mit den Nebennieren nichts zu tun, nach 
Versuchen von Bornstein und Griesbach’) an der überlebenden Hundeleber 
ist auch die Leber als primárer Angriffspunkt der Gifte mit Wahrscheinlich- 
keit auszuschließen. Holm*) fand sie auch nach Pankreasexstirpation; 
gegen den Schluß, daß Veränderungen der Insulinsekretion ebenfalls nicht 
vorliegen, könnte man den oben (S. 244) besprochenen Einwand machen. 
So kommt es, daß z. B. Pollack?) vermutet, die Parasympathicusgifte 
würden die Insulinsekretion lähmen und so Anlaß zu einer Hypoglykämie 
geben. Wir glaubten, diese Frage durch unsere Versuche klären zu können. 


Ein typisch verlaufender Versuch ist in Abb. 1 wiedergegeben. Dem 
Hunde war 10 Tage vorher das Pankreas exstirpiert worden, er bekam 


Alocarp Pilocorp. 


1203 4 8 3 Y D 1 


S 6 7 
Stunden 
Abb. 1. 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 122, 274, 1921; 126, 56, 1921. 
2) La Barre, Arch. f. exper. Pathol. 113, 368, 1926. 

3) Mochizuki, diese Zeitschr. 150, 133, 1924; Farber, Zeitschr. f. exper. 
Med. 49, 524, 1926. 

3) Bornstein und Holm, diese Zeitschr. 132, 138, 1922. 

5) Bornstein und Griesbach, Zeitschr. f. exper. Med. 87, 33, 1923. 

e) Holm, Inaug.-Diss. Hamburg 1921. 

7) Pollack, Ergebn. d. inn. Med. 
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gleichzeitig die nötige Zuckermenge und eine bestimmte Insulinmenge 
(stündlich 1,0 Einheit Insulin intravenös durch Dauerinfusion). Die 
Zuckermenge war so berechnet, daß sie den Grundumsatz des Tieres 
reichlich deckte. Der Blutzucker war dabei innerhalb von 24 Stunden 
von 0,34%, auf normale Werte gesunken. Es wurde dann Pilocarpin 
(3 mg pro Kilogramm Tier subkutan) gegeben. Der weitere Verlauf 
des Versuchs zeigte, daß der Blutzucker noch weiter im Sinken be- 
griffen war; es wurde dann noch 5 Stunden gewartet und abermals 
die gleiche Menge Pilocarpin gegeben. Beide Male findet sich ein 
deutlicher Anstieg nach Pilocarpin; derselbe ist besonders deutlich 
das zweite Mal, da das Ausgangsniveau konstanter geworden war. 


Ähnlich verliefen eine Reihe anderer Versuche, z. B.: 


Versuch vom 13. März. 

Vor Pilocarpin!) 0,087 9%, nach Pilocarpin bis 0,148%. 
Versuch vom 26. Februar. 

Vor Pilocarpin!) 0,051%, nach Pilocarpin bis 0,077 %. 


Versuch vom 17. Februar. 
Vor Pilocarpin!) 0,072%, nach Pilocarpin bis 0,120 %. 


Diese Versuche erweisen eindeutig, daß eine Parasympathicus- 
glykämie in normaler Größenordnung zustande kommt, auch wenn 
das Pankreas ausgeschaltet ist. Es ist also das Pankreas nicht wesentlich 
an dieser Form der Glykämie beteiligt. 


Zu diesen Versuchen paßt eine Beobachtung sehr gut, die Herr 
Dr. Borchardt vor einiger Zeit in unserem Institut angestellt hat. Um 
unsere Fragestellung zu beantworten, hatte nämlich Herr Dr. Borchardt 
bei einem pankreaslosen Hunde gleichzeitig Blutzucker und Urinzucker 
bestimmt. Es zeigte sich in drei Versuchen gleichmäßig, daß mit der 
Pilocarpinhyperglykämie eine Herabsetzung des Zuckergehalts des 
Urins eintrat, z. B. 


vor Pilocarpin 0,37 g Zucker pro Stunde im Urin, 
nach 99 0,02 g 39 „ LI ,> LEI 


In den beiden anderen Versuchen war überhaupt kein Urinzucker 
nach Pilocarpininjektion. Anscheinend ist eine hemmende Wirkung 
des Pilocarpins auf die Zuckerausscheidung im Urin vorhanden?) und 
der retinierte Zucker muß in der Tat den Blutzucker zum Anstieg 
bringen. Ob diese Retention genügt, um den Blutzuckeranstieg beim 


1) Mittel aus 5 Stunden. 

2) Wir möchten keinen allzu großen Wert auf diesen Befund legen; er 
steht im Widerspruch zu einer Angabe von Manzini (Arch. f. exper. Pathol. 
114, 274, 1926), der findet, daß durch Pilocarpin die Zuckerausscheidung 
der überlebenden Froschniere gesteigert wird. 
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diabetischen Tiere zu erklären, ist schwierig zu entscheiden. Hierfür 
ein Beispiel aus Dr. Borchardts Versuchen. 

Versuch vom 8. September 1924. Hündin, 5,2 kg; am 4. September 1924. 
Pankreas exstirpiert. Im Urin von 


3hb10' bis 4610’ 0,4g Zucker. Blutzucker 0,267 °% 
4 25 2 mg Pilocarp. hydrochl. pro Kilogramm subkutan 
4 45 Blutzucker 0,294 °% 
5 10 Urin 50 ccm zuckerfrei 
5 15 Blutzucker 0,323 °; 


In der Zeit von 4 Uhr 25 Minuten bis 5 Uhr 15 Minuten, d. h. in 50 Mi- 
nuten wären ohne Pilocarpin 0,33 g Zucker im Urin ausgeschieden worden; 
diese Menge könnte im Blute (!/, des Körpergewichts, etwa 400 ccm) 
zurückgehalten sein. Dadurch würde der Blutzucker um 0,082 % ansteigen; 
er ist aber nur um 0,323 bis 0,267 = 0,056 % angestiegen; der nicht im 
Urin ausgeschiedene Zucker würde also mehr als ausreichend sein, um den 
Blutzuckeranstieg zu erklären. 

Nimmt man aber, was sehr viel wahrscheinlicher ist, an, daß der 
nicht ausgeschiedene Zucker sich nicht nur im Blute, sondern in allen 
Flüssigkeiten des Körpers befindet, und schätzt man diese Flüssigkeits- 
menge auf mindestens 50%, des Körpergewichts = 2600 g, so würden 
die retinierten 0,33 g Zucker nur einen Blutzuckeranstieg von 0,013 %, 
ausmachen, d. h. der Blutzuckeranstieg nach Pilocarpin am diabetischen 
Hunde wäre durch veränderte Nierentätigkeit nicht erklärt. 

So spricht auch dieser Versuch mit großer Wahrscheinlichkeit 
für die Unabhängigkeit der Parasympathicusglykämie von Pankreas. 

Wir hielten es für erforderlich, durch diese voneinander verschiedenen 
Methoden die Stellung des Pankreas zur Pilocarpinglykámie zu prä- 
zisieren. Wir befinden une nun aber in einer schwierigen Situation. 
So häufig wir das Vorhandensein der Parasympathicusglykämie immer 
und immer wieder nachgewiesen haben, so wenig war es uns bisher 
möglich, irgend einen Anhaltspunkt über das Entstehen dieser Glykämie 
zu gewinnen. Am klarsten sind noch die Versuche, in denen sich zeigte, 
daß die Glykämie mit einem Glykogenschwund der Leber verbunden 
war. Aber in den Versuchen von Bornstein und Griesbach konnte ein 
Einfluß des Pilocarpins auf die Zuckerabgabe der überlebenden Leber 
nicht gefunden werden. Es lag daher die Annahme nahe, daß die 
Glykogenabnahme nur indirekt, also etwa durch den Einfluß des 
Pilocarpins auf irgendwelche Hormone gefördert würde. Demgegenüber 
wissen wir durch die Versuche von Bornstein und Holm, daß Neben- 
nierenexstirpation die Pilocarpinwirkung nicht hindert; aus unseren 
eben beschriebenen Beobachtungen geht hervor, daß auch das Pankreas 
ohne Einfluß ist. Die beiden wichtigsten Hormone des Zuckerstoff- 
wechsels, Insulin und Adrenalin, haben demnach mit der Parasympa- 
thicusglykämie nichts zu tun. So erscheint es nötig, die Frage später 
von neuen Gesichtspunkten aus nochmals aufzurollen. 
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ll. Narkoseglykámie. 


Vor einiger Zeit hatte in unserem Institut Bertram!) die Ent- 
stehung der allgemein gefundenen Narkosehyperglykámie zu analysieren 
unternommen; er fand dabei, daß sie weder als Parasympathicus- 
noch als Sympathicusglykämie erklärt werden kann, vielmehr faßt 
er sie als komplexe Hyperglykämieform auf, bei der er zwar eine Mit- 
wirkung des Pankreas nicht beweisen konnte, aber doch durchaus für 
möglich hielt. 

In dieser Frage mußten nun Versuche am pankreaslosen Infusions- 
hund einen tieferen Einblick gewähren. Über die Technik der Methode 
ist in den vorhergehenden Abschnitten bereits das Notwendige gesagt 
worden. Es war von vornherein nicht ohne weiteres ein Ergebnis 
vorauszusagen, zumal auch beim diabetischen Hunde trotz der Dextrose- 
Insulininfusion möglicherweise mit einer gewissen Glykogenverarmung 
der Leber zu rechnen ist. Die durch eine erste Narkose erzeugte 
Glykogenarmut konnte Bertram ja in seinen Versuchen dafür verant- 
wortlich machen, daß eine zweite Narkose zu einer bedeutend ge- 
ringeren Hyperglykämie führt. Trotzdem ergaben aber Chloroform- 
narkosen an unseren eingestellten Infusionshunden die fast normal 
anmutende Blutzuckererhöhung, wie folgende Vergleichszahlen zeigen: 


Tabelle I. 
Pankreatektomierter Hund. 


Blutzucker 
0 


0 


9h00’ morgeus Insulindextrose 20 eem pro Stunde einer Lösung 
von 6 Einheiten Insulin + 27,0 Dextrose in 120 Wasser 
— 1,0 Einheiten, Insulin 4,5 g, Dextrose in 1 Stunde N 
HERE abends. u 26. = 2.2.0. w ale a a A AA a A 
OS MOTE ee ee a ee 


10 00 de na lee a ne ar er de, Kaya ee e 

11 00 A A E A > fee a Bir Zi Bere 0,079 
11 06 A Beginn der Chloroformnarkuse . . . . ..... 

11 15 A ER aaa AA RATO ir 0,098 
11 30 5 Ende der Narkose . . 2.2 2 .. . 22 nn. 

11 30 ae A a as ds ÓN o a 0,097 
11 45 O RN de EN 0,087 
12 00 er A a DE A E nee A A 0,086 
12 30 nachmittags ye a a er D 0,058 
3 00 e TE a Dr ee A ! 0,054 
3 08 > Beginn der Chloroformnarkose . . . . . . + | 

315 aO A ee E E E 0,087 
3 30 S Narkose ab ru A ce ee er 0,084 
3 45 Beni Sl ap Al rin ade a A Min aan a ee 0,091 
4 00 gn e be A a geed Hm ne e 0,096 
4 30 E CD A a EN en 0,059 
500 e sc E ne 11 0,068 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 87, 99, 1923. 
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Also beidemal von einem relativ normierten Blutzuckerniveau 
ein deutlicher Anstieg als Folge der Narkose, besonders das zweite Mal, 
wo die Blutzuckerwerte von 0,054 % auf 0,096 %, ansteigen. So darf 
man hiernach als sicher behaupten, daß die Quelle für diese Hyper- 
glykämie zum mindesten zu einem sehr wesentlichen Teile unabhängig 
vom Pankreas ist. Es wäre durchaus denkbar, daß bei einer glykogen- 
reicheren Leber der Ausschlag noch beträchtlicher sein würde. Nehmen 
wir hinzu, daß Bertram auch noch nach Nebennierenexstirpation eine 
wenn auch nur geringe Narkosehyperglykämie fand, so ergibt sich das 
nicht vorauszusehende Ergebnis, daß auch nach Ausfall der für den 
Kohlehydratstoffwechsel wichtigsten Organe, der Nebenniere und des 
Pankreas, doch noch die Narkose den Blutzucker ansteigen läßt; daß 
wir also noch mit wichtigen Faktoren zu rechnen haben, die außerhalb 
der bisher bekannten innersekretorischen Beziehungen auf die Blut- 
zuckerregulation einwirken können. 


III. Ergotaminversuche. 


Eine weitere Frage, die wir am pankreaslosen Infusionshund 
untersuchten, galt der Einwirkung des Ergotamins auf den Nüchtern- 
blutzucker. An anderer Stelle von uns veröffentlichte Versuche!) 
hatten ergeben, daß Ergotamin beim Hunde den Nüchternblutzucker 
und die alimentäre Glykämie nicht beeinflußt, während beim Menschen 
in unseren Versuchen die Blutzuckerkurve zwar gehemmt, d.h. ab: 
geschwächt und verzögert wurde, nicht aber aufgehoben, wie einige 
Autoren feststellten (H&enys und Pogany, sowie Grunke). 


Nun galt es aber noch, die Vorfrage genauer zu analysieren. In 
Übereinstimmung mit den meisten Autoren lehnten wir eine Ein- 
wirkung des Ergotamins auf den Nüchternblutzucker ab. Immerhin 
glaubten Lesser und Zipf eine Senkung gefunden zu haben. Ähnliche 
Erwägungen, wie sie in den vorherigen Abschnitten angestellt wurden, 
waren auch hier zu beobachten. 


Wenn auch am normalen Hunde Ergotamin keinen sichtbaren 
Einfluß ausübt, so könnte das auch auf einem sich aufhebenden Wechsel- 
spiel beruhen. Es wäre z. B. denkbar, daß eine Nebennierenwirkung 
im Sinne einer Adrenalinhemmung deshalb nicht zu der zu erwartenden 
Blutzuckersenkung führte, weil vielleicht gleichzeitig auch die Insulin- 
produktion nachlassen könnte. Wissen wir doch [z. B. aus den Unter- 
suchungen von Poll?) und Tscheboksaroff?)], daß solche gegenseitigen 


1) Loewenberg, Zeitschr. f. exper. Med. 1927, im Erscheinen begriffen; 
dort auch ältere Literatur. 

2) Poll, Med. Klinik 1925, S. 1717. 

3) Tscheboksaroff und Malkin, Zeitschr. f. exper. Med. 47, 580, 1925. 
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Beziehungen zwischen Adrenalin- und Insulinsekretion bestehen. Wäre 
diese Überlegung richtig, so müßte an unserem Dauerinfusionshund 
eine Senkung des Blutzuckers nach Ergotamininjektion eintreten. Das 
ist aber nun nicht der Fall, wie folgende Zahlen zeigen: 


Tabelle II. 
13. Dezember 1926. 
Zeit | Blutzucker | Zeit Blutzucker 
9 dë 9 

1530’ 0,070 1h00’ 0,055 
2 00 0,069 2 00 0,062 
2 15 0,33 cem Gynergen 0,33 ccm Gynergen 
2 30 0,074 | 2 30 0,053 
3 00 | 0,053 3 00 0,054 
3 30 | 0,055 
4 00 0,050 

Tabelle III. 


4. Februar 1927. Hund 6,9 kg. 


Zeit | Blutzucker Zeit SE 
, 9 9 


7115 0,049 — a 2b15' 0,072 
815 0,062 8300 0,067 
9 02 0,058 8330 0,33 com Gynergen 
0,33 com Gynergen 4 00 0,076 - 
9 30 0,070 5 00 0,074 
10 02 0,049 6 00 | 0,072 
10 30 0,068 
1100 | 0,065 1100 |i 0,067 
12 00 0,064 
0,33 on Gynergen 
100 073 
2 00 | or 
| 300 | 0,080 


Diese fünf Versuche beweisen wohl, wie wir glauben, daß auch 
am pankreaslosen Hunde von einer Senkung des Blutzuckers nicht 
gesprochen werden kann. Wir wissen nun, daß die Wirkung des Adre- 
nalins auf die Zuckerabgabe der Leber durch Ergotamin gehemmt 
werden kann. Senkt nun das Ergotamin an unserem Hunde den Blut- 
zucker nicht, so werden wir aus unseren Versuchen schließen können, 
daB normalerweise die von der Nebenniere in die Blutbahn sezernierte 
Adrenalinmenge nicht so groß ist, daß sie einen merklichen Einfluß auf 
den normalen Blutzucker hat. Sie lassen aber auch erkennen, daß die 
Deutung pharmakologischer Wirkungen auf den Blutzucker keineswegs 
sich auf das System Nebenniere—Pankreas beschränken darf, oder 
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gar auf den landläufig angenommenen Antagonismus im vegetativen 
Nervensystem. Das beweisen auch die gewissermaßen entsprechenden 
Versuche von Bornstein und Holm1), welche am pankreasdiabetischen 
Hunde (ohne Dauerinfusion!) gleichfalls die theoretisch vermutete 
Blutzuckersenkung nach Ergotamin vermißten. 


Aus unseren Versuchsreihen ergibt sich also das überraschende 
Ergebnis: Der Blutzucker verhält sich nach Pilocarpin, nach Narkose 
und nach Ergotamin gleichsinnig am normalen und am pankreaslosen 
Hunde, dem dauernd Insulin und Traubenzucker intravenös infundiert 
wird. Sowohl die Pilocarpin- wie die Narkoseglykämie sind im wesent- 
lichen vom Pankreas unabhängig. 


1) Bornstein und Holm, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 87, 5, 1923. 


Versuche 
über den Einfluß des Geschlechts auf die Alkoholwirkung. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Halle.) 
(Eingegangen am 27. April 1927.) 


In einer Reihe früherer Mitteilungen!) haben wir den Nachweis 
erbracht, daß der tierische Organismus, je nach der Art der auf- 
genommenen Nahrung, die parenterale Zufuhr von Inkretstoffen ganz 
verschieden beantwortet und auch sonst in vieler Hinsicht Reaktionen 
zeigt, die mit aller Deutlichkeit dartun, daß er in einem viel größeren 
Ausmaß durch äußere Einwirkungen beeinflußbar ist, als man im all- 
gemeinen anzunehmen geneigt war. Es erschien uns von Interesse, an 
Hand bestimmter Fragestellungen zu prüfen, wie ein und dieselbe 
Tierart, die unter genau den gleichen Bedingungen der Ernährung 
und des gesamten äußeren Milieus steht, sich verhält, wenn ihr Organis- 
mus unter dem Einfluß verschiedener von innen heraus geschaffener 
Bedingungen steht. Der gegebene Fall ist die Prüfung verschieden 
geschlechtiger Organismen. Bei Versuchen, die zum Ziele hatten, den 
Einfluß chronischer Alkoholvergiftung auf die Nachkommenschaft zu 
untersuchen, wobei wir einerseits den Weibchen und andererseits den 
Männchen Alkohol parenteral zuführten und dann die mit Alkohol 
vergifteten Tiere teils unter sich, teils mit nicht mit Alkohol behandelten 
Tieren zur Fortpflanzung brachten, beobachteten wir mit großer Regel- 
mäßigkeit, daß die Männchen und Weibchen — als Versuchstiere dienten 
Mäuse — eine ganz verschiedene Widerstandsfähigkeit gegen Alkohol 
zeigten. Von 50 Männchen, die täglich 0,1 bis 0,2 ccm 30% Äthylalkohol 
subkutan zugeführt erhielten, starben innerhalb von 14 Tagen 42, 
während von 50 Weibchen in der gleichen Zeit nur 15 zugrunde gingen. 


1) Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer, Pflügers Arch. 205, 559, 
1924: 206, 451, 460, 1924; 207, 215, 1925; 209, 611, 1925; 218, 321, 1926, 
216, 396, 1927. 
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Ferner ist bemerkenswert, daß schon nach viertägiger Zufuhr von 
Äthylalkohol die ersten Männchen starben, während das erste Weibchen 
am neunten Tage der Alkoholzufuhr zugrunde ging. Ein Teil der 
Versuchstiere wurde vor und nach der Alkoholzufuhr bei etwa 30° 
Außentemperatur gehalten, um zu prüfen, ob der Abfall der Körper- 
temperatur, der der Alkoholzufuhr folgt, in Beziehung zum Tode steht. 
Es blieb das Verhältnis zwischen den Sterbefällen bei den Männchen 
und Weibchen ungefähr gleich. Wir haben diese Beobachtung, die zunächst 
eine nur zufällige war, systematisch weiter verfolgt, und zwar benutzten 
wir die gleiche Tierart, nämlich Mäuse, wie bei den schon erwähnten 
Versuchen. Wir fanden wiederum, daß die weiblichen Tiere zum größeren 
Teile viel widerstandsfähiger gegen die chronische Alkoholvergiftung waren 
als die männlichen Tiere. Wir beabsichtigen, diesen Befund nach ver- 
schiedenen Richtungen weiter zu verfolgen. So haben wir z.B. bei 
zwei Weibchen, die seit 7 Tagen kastriert waren, feststellen können, 
daß die erhöhte Widerstandsfähigkeit gegen die chronische Alkohol- 
vergiftung anhielt. Dieser Versuch muß selbstverständlich erweitert 
werden. Ferner beabsichtigen wir, Weibchen unter den Einfluß männ- 
licher Geschlechtsdrüsen und umgekehrt Männchen unter den von 
Inkretstoffen der Ovarien zu setzen, um zu prüfen, ob sich ein Einfluß 
auf die Widerstandsfähigkeit gegenüber der chronischen Alkohol- 
vergiftung nachweisen läßt. Bemerkt sei, daß bei akuter Alkohol- und 
auch Äthervergiftung in Hinsicht auf die Widerstandsfähigkeit sich 
kein bestimmter Einfluß des Geschlechts nachweisen ließ. Im folgenden 
seien die Ergebnisse einiger der ausgeführten Versuche als Beispiele 
wiedergegeben. 


Versuchsprotokolle. 


Zu unseren Versuchen benutzten wir Mäuse eigener Zucht, die vorher 
ganz gleichmäßig gehalten wurden. Zu den Versuchsgruppen suchten wir 
Tiere aus, die im Gewicht und auch sonst möglichst gleichartig waren. 
Vier Weibchen und vier Männchen bildeten je eine Gruppe. Wir injizierten 
immer 30°, Äthylalkohol subkutan. Sehr bald nach der Injektion trat 
eine längerdauernde Narkose ein, Jie bei Wiederholung der Injektionen 
stärker wurde und dann meist bei Männchen ausgeprägter war, als bei 
Weibchen. Uns kam vor allem darauf an, festzustellen, wann die tödliche 
Wirkung eintrat. Dabei ergab sich folgendes: 


Datum | | Weibchen Mannchen 


Gruppe I. 4 Weibchen und 4 Männchen. Gewicht: 16 bis 18 y. 
Beginn der Injektionen | | 
je 0,2 cem täglich 1 + bei der Injektion 


(WO -— Feb 
+++ 


3. I 

6. I. 

H L 
14. I. 
16. 1 
18. I 


i 3 leben noch 
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Datum | Weibchen ' Männchen 


Gruppe II. 4 Weibchen und 4 Männchen. Gewicht: 16 bis 20 g. 
18. I. ! Beginn der Injektionen 


31. L y; je 0,2 cem täglich 1 + 
2. HU, | 1+ 2 + 
3. OD ` | 1+ 
5. m.o | | 3 leben noch 

Gruppe Ill. 4 Weibchen und 4 Männchen. Gewicht: 20 g. 
7. H. Beginn der Injektionen | | 

15. I. je 0,25 cem täglich 1+ 

20. T. 

26. IL. | E 

27. I. 2+ | 1+ 

28. IL | 2+ | 1+ 

Gruppe IV. 4 Weibchen und 4 Männchen. Gewicht: 19 bis 22g. 

24. II. ¡| Beginn der Injektionen | 
1. MI. | je 0,25 und 0,3 cem tägl. | 1+ 
2. III. 1+ 
3m | 1+ 
5. II. | 1+ 
8.1. | 4 leben noch | 

Gruppe V. 3 Weibchen und 3 Männchen. Gewicht: 21 bis 22g. 

14. ID. Beginn der Injektionen | 

21. III. je 0,25 ccm täglich | 1+ 

23. II. LA 

26. II. | 1+ 

30. IM. j 3 leben noch 


Gruppe VI. 3 Weibchen (davon 2 kastriert) und 3 Männchen. 
Gewicht: 18 bis 21 g. 
21. I. Beginn der Injektionen 
28. II. 1+ 
31. II. 1+ 
2. IV. 1+ 
4. IV. | 
6. IV. | 


Es kam vor, daß Tiere, wahrscheinlich infolge Einspritzung des Alkohols 
in die Blutbahn, unmittelbar im Anschluß an die Alkoholzufuhr zugrunde 
gingen. Solche Fälle wurden in den Ergebnissen nicht mit berücksichtigt. 


8 leben noch | 


Zusammenfassung. 


Weibliche Mäuse sind gegen chronische Alkoholvergiftung resi- 
stenter als männliche. 


Der Nachweis des antirachitischen Faktors 
bei im Dunkeln und hinter Fensterglas gewachsenen Grásern. 


Von 
W. Vóltz und W. Kirsch. 


(Aus dem Tierzucht-Institut der Albertus-Universität Königsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 29. April 1927.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Nach den bekannten Untersuchungen von Windaus u. a. aus 
letzter Zeit scheint jede antirachitische Wirksamkeit sich als Folge 
der Einwirkung von ultravioletten Strahlen auf provitamin- (ergo- 
sterin- ?)haltiges Material zu erklären. Das dabei entstehende 
Umlagerungsprodukt ist nach Windaus (1) und Pohl (2) das eigent- 
liche antirachitische Vitamin. 

Immerhin erschien es nicht von vornherein ausgeschlossen, daß 
das wirksame Prinzip auch ohne Einwirkung ultravioletter Strahlen 
dafür entstehen konnte Um diese Auffassung zu prüfen, wurde 
Gras bei Ausschluß ultravioletter Strahlen angebaut und an Ratten, 
die experimentell rachitisch gemacht worden waren, auf seine Wirk- 
samkeit geprüft. | 


Versuche. 


I. 


Durch den ersten Versuch sollte ermittelt werden, ob und in welchem 
Umfange Gras, das hinter gewöhnlichem Fensterglas gewachsen ist, 
antirachitische Eigenschaften besitzt. 

Es wurde Samen von Lolium perenne in großen, mit Gartenerde 
gefüllten Tonschalen ausgesät. Diese Schalen wurden hinter den 
Fenstern (Doppelscheiben) eines geheizten Raumes aufgestellt). Die 
Fenster, an denen das Gras stand, blieben dauernd geschlossen. Das 
Gras wuchs ziemlich rasch, ergrünte und war nach 4 bis 5 Wochen in 
genügend großer Menge vorhanden, um mit den Versuchen beginnen 


1) Die Versuche wurden im Winter durchgeführt. 
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zu können. Es wurde an rachitische Ratten verfüttert, die eine 24tágige 
Vorperiode auf der Rachitis-erzeugenden Diät von Mc Collum 3143 
hinter sich hatten und bei denen röntgenographisch das Vorhandensein 
von Rachitis festgestellt worden war!). Um bei der beschränkten 
Substanzmenge die Versuche möglichst rasch durchzuführen, kamen 
nur Heilversuche in Frage. Die Ratten wurden in zwei Gruppen zu 
je vier Tieren geteilt, von denen die eine Gruppe Gras als Zusatz zur 
Grundkost erhielt, die andere als Kontrollgruppe diente, also nur die 
Mc Collum-Kost bekam. Das Gras wurde 8 Tage lang zugegeben, und 
zwar erhielten zwei Tiere täglich 3 g, zwei Tiere 6 g. Um das Gras genau 
dosieren zu können und um die quantitative Aufnahme zu gewähr- 
leisten, wurde es in frischem Zustande gemahlen. Die gemahlene Masse 
wurde im Eisschrank aufbewahrt. Die Ratten nahmen das Gras, das 
ihnen in einem besonderen Schälchen morgens nüchtern vorgesetzt 
wurde, sehr gern und stets quantitativ auf. Nach 8 Tagen wurden 
die Tiere wieder röntgenphotographiert. 

Das Ergebnis ist eindeutig: Die Tiere, die 3 g bzw. 6 g Gras erhalten 
hatten (Trockensubstanzgehalt des Grases 13,5%), zeigen deutliche 
Heilvorgänge, während bei den Kontrollen die Rachitis schwerer 
geworden oder unverändert stark geblieben ist (s. Tabelle I). 


Tabelle I. 
Heilversuch an rachitischen Ratten mit Gras (Lolium perenne), das hinter 
Fensterglas gewachsen war. 
Vorfütterung mit Rachitiskost McCollum Nr. 3143: 24 Tage. 
Graszusatz: 8 Tage. 


Röntgen» 

befund Art und Röntgenbefund 
Ratte ||Anfangs- | Ends f Zusatz zur Bemer- 
Nr. || gewicht | gewicht der SE Grundkost Behandlung am E ( kungen 


e 
des Zusatzes des Versuchs 
g g | periode | | 


1 37 52 | schwere, 3g Gras | Gras hinter | fast geheilt 
Rachitis | gewöhnl. 
Fensterglas 
gewachsen 


und ergrúnt 


2 3 52 | dasselbe 3g „ dasselbe noch leichte 
Rachitis mit 

Ä Heilvorgängen 

A. 8 | 48 A 16g nn | i ‚deutliche Heil- 

N | | vorgaiuge 
4 33 | 47 mäßige 6g „ e noch leichte 
| ' Rachitis | , Rachitis mit 
i | Heilvorgängen | 


1) Die röntgenphotographischen Aufnahmen und die Rachitisdiagnose 
wurden in Gemeinschaft mit Dr. med. C. Falkenheim an der Universitáts- 
Kinderklinik zu Königsberg i. Pr. ausgeführt. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


' Röntgen» 
befund ' Art und Röntgenbefund 
Ratte Anfangs: ` Ends Zusatz zur Bemer» 
Nr. gewicht gewicht $P Ende Grundkost Behandlung m Ende kungen 
der Vor des Zusatzes des Versuchs 
g g periode 
AA A EE a, == em ee e PP, Ec PESAS Hu A 
Kontrolltiere. 
5 33 38 schwere — | — ` sehr schwere 
¡ Rachitis Ä Rachitis S 
6 33 44 | dasselbe — — schwere u S 
Rachitis |b SS 
7 30 43 leichte — | — mäß. Rachitis | SCH 
Rachitis | T 
HI 35 46 dasselbe — |] — leichte Rachitis| 


II. 


In einem zweiten Versuch wurde Gras geprüft, das jn einem vom 
Tageslicht abgeschlossenen Raume gewachsen war, der nur wenige 
Male täglich elektrisch erleuchtet wurde. In diesem Raume stand 
eine Heizanlage; in der Nähe des in Tätigkeit befindlichen Heizkessels 
wurden mit Gartenerde gefüllte Holzkästen aufgestellt und dasselbe 
Gras angesät wie in Versuch I. Es wuchs ziemlich langsam und war 
völlig „etioliert“. Als es sich umzulegen begann, wurde es mit einer 
Schere abgeschnitten, wobei darauf geachtet wurde, daß keine Erd- 
partikelchen an ihm haften blieben, weil in einem Teile des Grases 
der Ca- und P-Gehalt bestimmt werden sollte. 


Der Rattenversuch wurde wie bei I durchgeführt. Auch dieses 
Gras wurde quantitativ von den Ratten aufgenommen. Die Vor- 
periode dauerte 20 Tage. Die von jeder Ratte verzehrte Grundfutter- 
menge wurde quantitativ festgestellt. Bei der ersten Röntgenaufnahme 
am Ende der Vorfütterungsperiode wurden aus äußeren Gründen die 
Tiere 206, 201, 202 nicht mitphotographiert. Die fünf übrigen zeigten, 
wie nicht anders zu erwarten, schwere Rachitis. Die zweite Röntgen- 
aufnahme am achten Tage der Zufütterung des etiolierten Grases, 
die sich auf alle Tiere erstreckte, hatte wiederum ein eindeutiges Er- 
gebnis: Die vier Ratten, welche 2,5 bzw. 5 g etioliertes Gras erhalten 
hatten. zeigten zum Teil sehr weit vorgeschrittene Heilvorgänge, die 
vier Kontrolltiere sehr schwere Rachitis (s. Tabelle II). Eine dritte 
Aufnahme nach 14 Tagen der Zufütterung des etiolierten Grases zeigte 
im wesentlichen das gleiche Bild. Bemerkenswert ist allerdings, daß 
bei den beiden Ratten mit der geringen Gabe von 2,5 g Gras die im 
ersten Röntgenbild nachgewiesenen sehr starken Heilvorgänge etwas 
zurückgegangen, während sie bei den Tieren mit 5g Gras deutlich 
weiter fortgeschritten waren. Bei allen Kontrollen ist die Rachitis 
sehr schwer geblieben oder noch schwerer geworden. Hieraus ergibt 
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Tabelle II. 


Heilversuch an rachitischen Ratten mit Gras (Lolium perenne), das im 
dunklen Raume gewachsen war. 


Vorfútterung mit Rachitiskost McCollum Nr. 3143: 20 Tage. 
Graszusatz: 14 Tage. 


Au; | Röntgen» | | 


Ratte || fangss | Ends hear 2 Zusatz zur Ze Röntgenbefund ` Róntgenbefund 


Nr. ||¡gewicht | gewicht der Vor Grundkost des Zusataca nach 8 Tagen | nach 14 Tagen 
g | periode | | 
| 45 | 50 | mäßige |2,5gGras| Gras im aa geheilt | Heilung 
| Rachitis dunklen etwas zurúck- 
| Raume | gegangen 
gewachsen 
(etioliert) | 
208 | 44 53 |schwere 2,5g „ dasselbe | , z dasselbe 
. | Rachitis 
211 | 61 67 |dasselbe 5 g „ A schwere deutliche 
Rachitis Heilung 
i . | 
204 | 54 62 — leg, A | deutliche fortschreit. 
‚ Heilung Heilung 
Kontrolltiere. 
201 | 83 92 ' — — — sehr schwere | sehr schwere 
Rachitis Rachitis 
202 | 68 67 — — — dasselbe dasselbe 
213 65 70 | schwere — — x | $ 
| Rachitis 
212 54 | 61 |dasselbe — — | S X 


TE 


| 


Bei Versuchsbeginn: Nach 8 Tagen: Nach 14 Tagen: 
Schwere Rachitis. Starke Heilung. Heilung etwas zurückgegangen. 
Abb. 1. 


Ratte Nr. 2038. Zusatz zur Grundkost 2,5 g Gras täglich. 
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il 
y TEL 


Bei Versuchsbeginn Nach 8 Tagen: Nach 14 Tagen: 
Schwere Rachitis. Sebr schwere Rachitis. Sehr schwere Rachitis. 
Abb. 2. 


Kontrollratte Nr. 212. Nur Grundkost. 


sich der Schluß, daB 2,5g des etiolierten Grases (Trockensubstanz- 
gehalt 11,96%) noch nicht völlig ausreichen, um die Rachitis zu heilen, 
wohl aber die doppelte Menge von 5g. 


II. 


Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden durch einen 
dritten ergänzt: Es sollte festgestellt werden, ob die Samenmenge, 
die 2,5 bzw. 5g Gras entspricht, die gleiche antirachitische Wirkung 
ausübt wie das Gras selbst. Da sowohl das grüne wie das etiolierte 
Gras in einem so jungen Zustande geschnitten wurde, daß noch keine 
Bestockung eingetreten war, so entsprach jeder Halm einem Samen- 
korn. Es wurden demgemäß die Grashalme aus 2,5 g Gras (bzw. 5g) 
ausgezählt: In 2,5g Gras waren enthalten 320 bis 380 Hälmchen 
(Mittel 360). Dementsprechend wurden — 100 %, Keimfähigkeit voraus- 
gesetzt — 360 Samenkörner ausgezählt; sie wogen 0,70 bis 0,73 g. 
Da sich vereinzelt Spelzen und taube Körner unter den Samen be- 
fanden, wurden entsprechend 2,5 g (bzw. 5g) etioliertem Grase 0,75 g 
(bzw. 1,5g) Grassamen an die Ratten verfittert. Die Ratten, die 
14 Tage!) auf der McCollumschen Grundkost 3143 gehalten waren, 
zeigten bei Beginn der Samenzufütterung im Röntgenbild schwere 


1) Bei unseren zahlreichen Rachitisversuchen haben wir die Beob- 
achtung gemacht, daß junge wachsende Ratten, auf einer geeigneten Grund- 
diät gehalten, sehr rasch, mitunter schon in 6 Tagen, schwer rachitisch 
werden. 


17* 
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Rachitis. Sie erhielten 9 Tage Grassamen, und zwar zwei Tiere je 
0,75 g täglich, zwei Tiere je 1,5 g täglich, zwei Tiere dienten zur Kon- 
trolle. Der Grassamen wurde gemahlen und mit wenig Grundfutter 
vermischt den Ratten vorgesetzt. Wenn sie die Näpfe geleert hatten, 
was sehr bald geschehen war, da die Tiere absichtlich etwas knappe 


Tabelle III. 


Heilversuch an rachitischen Ratten mit dem Samen von Lolium perenne. 
Vorfütterung mit Rachitiskost McCollum Nr. 3143: 14 Tage. 
Zusatz von Grassamen: 9 Tage. 


i Röntgen- 
befund Art und Röntgenbefund 


am Ende : u aur Behandlung am Ende | a 


Ans 


Ratte || fangs: | End» 


Nr. ||gewicht| gewich der Vors des Zusatzes des Versuchs | 
g g ] periode 
314 59 66 ` schwere 0,75 g Gras- | Grassamen sehr schwere une 
‚ Rachitis samen entsprechend Rachitis “erden 
2,5 oder 5g | | 
etioliertem . | 
| Gras , 
315 79 75 Dasselbe | 0,75g Gras- dasselbe schwere gleich 
| samen Rachitis geblieben 
316 ` 65 68 »  -15g Gras- 5 dasselbe dasselbe 
. | samen | 
318 69 : 69 no, 1,5 g Gras- = sehr schwere Backen 
samen Rachitis Vereen 
Kontrolltiere. 
307 ` 62 | 63 |schwere | — — sehr schwere nen 
a Ä Rachitis Rachitis "erden 
308 ; 62 ` 64 | dasselbe — | -— dasselbe dasselbe 
e % 
Bei Versuchsbeginn : Nach 9 Tagen: 
Sehr schwere Rachitis. Sehr schwere Rachitis. 
Abb. 3. 


Ratte Nr. 315. Zusatz zur Grundkost 0,75 g Samen. 
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Rationen erhielten, bekamen sie weiteres Futter. Der Futterverzehr 
wurde festgestellt. 


Am neunten Tage ergab die Röntgenaufnahme, daß die Rachitis 
schwerer geworden, bei zwei Tieren unverändert schwer geblieben war. 


Die relativ hohe Gabe von 1,5g lieferte gegenüber der halben 
Dosis das gleiche Bild schwerster Rachitis, so daß in diesen Gras- 
samenmengen keine Spur von antirachitischem Vitamin vorhanden 
sein konnte (s. Tabelle III). 


Besprechung der Versuche. 


Das im ersten Versuch verfütterte (iras war hinter gewöhnlichem 
Fensterglas gewachsen. Bekanntlich läßt gewöhnliches Fensterglas 
nicht die wirksamen Strahlen, die für die Aktivierung des Provitamins 
in Frage kommen würden — also dem Wellenbereich von 280 bis 300 uy 
angehören — hindurch. Trotzdem entfaltet das Gras eine recht intensive 
Rachitis-heilende Wirkung, die der von frischem unter natürlichen 
Bedingungen gewachsenen Gras nicht nachsteht. Wir haben unter 
anderem ein sehr spät gemähtes Gras (dritter Schnitt, Anfang November), 
das zum Teil unter einer vorübergehenden Schneedecke braun geworden 
war und sicher nicht sehr viel direktes Sonnenlicht erhalten hatte, 
auf seine antirachitischen Eigenschaften geprüft. Dieses Gras erwies 
sich ebenfalls als stark antirachitisch wirksam I). Es schien nach dem 
Ausfall des ersten Versuches, als ob nicht nur die ultravioletten Strahlen, 
sondern noch andere Komponenten des Lichtes an der Entstehung 
der antirachitischen Eigenschaften beteiligt sein müssen. Es wurde 
daher, um das gesamte Licht auszuschalten, Gras untersucht, das im 
dunklen Raume gewachsen war. Auch dieses Gras entfaltete, wie aus 
Versuch 2 hervorgeht, antirachitische Wirksamkeit. Dieses Ergebnis 
führt zu dem Schluß, daß es noch andere Ursachen für die Entstehung 
von antirachitischem Vitamin geben muß als Lichtstrahlen. 


Um nicht den Fehler zu machen, auf den erst neuerdings wieder 
Mc Collum (3) aufmerksam macht und über den wir uns schon in 
früheren Versuchen Rechenschaft gegeben haben, nämlich mit der 
verabreichten Grasmenge gleichzeitig so viel P zuzuführen, daß die 
Rachitis erzeugende Wirkung der Kost 3143, die ja in erster Linie auf 
ihrem geringen P-Gehalt beruht, aufgehoben wird, wurde gewichts- 
analytisch der Ca- und P-Gehalt?) des etiolierten Grases bestimmt. 


1) Über die Versuche wird an anderer Stelle berichtet werden. 

2) Ca- und P-Bestimmung nach AR. Berg, Methodik der chemischen 
Stoffwechselversuche in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 
Abt. IV, 9, 772 und 793. 
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Da ferner die Tagesration an Grundfutter festgestellt worden war, 
konnte berechnet werden, in welchen Grenzen das Ca: P-Verhältnis 
der Alc Collumschen Kost zugunsten des P verschoben wurde. Die 
Tiere verzehrten ziemlich gleichmäßig in allen drei Versuchen durch- 
schnittlich S g Rachitisfutter, bei einem Tiere in dem Versuch mit dem 
etiolierten Grase sank die Futteraufnahme einige Tage auf 5g. In 
.100 Teilen des Mc Collumschen Futters sind enthalten 1,231 Ca und 
0,301 P. In 100 Teilen des frischen etiolierten Grases wurden gefunden 
0,21 CaO und 0,23 P,O,. Wird aus diesen Zahlen die Ca- und P-Menge 
berechnet, die eine Ratte im unginstigsten Falle mit 5g Rachitis- 
futter und 5 g etioliertem Grase aufnimmt, so tritt eine Verschiebung 
des Ca : P-Verhältnisses von 4 Ca: 1 P in 3,5 Ca:1 P ein. 


Im übrigen muß darauf hingewiesen werden, daß diese Zahlen 
sich nur auf die Rohnährstoffe beziehen, während es darauf ankommt. 
ob das Verhältnis des resorbierbaren Ca- und P-Anteils wesentlich 
verschoben wird. Untersuchungen von Boas und Chick (4) haben 
ergeben, daß ein Verhältnis von 3,5 Ca zu 1 P ausreichend ist, um die 
Rachitis-erzeugende Wirkung des Mc Collumschen Futters zu: gewähr- 
leisten. 


Die Heilvorgänge, die bei einer Zufütterung von 5g etioliertem 
Gras beobachtet wurden, können also nicht auf den P-Gehalt dieses 
Grases zurückgeführt werden. 


Es war beabsichtigt worden, außer der gewählten Versuchs- 
anstellung noch eine solche durchzuführen, bei der für ultraviolettes 
Licht angeblich durchlässige Glasscheiben, wie sie heute verschiedentlich 
in den Handel gebracht werden, zu prüfen. Der Ausfall der mitgeteilten 
Versuchsergebnisse läßt die geplanten Versuche, wenn auch nicht 
aussichtslos, so doch einigermaßen überflüssig erscheinen, da trotz 
des für die aktiven Strahlen undurchlässigen Fensterglases wachsende 
Gräser erhebliche Mengen an antirachitischem Vitamin bildeten; 
allenfalls wären quantitative Unterschiede zu erwarten. 


Zusammenfassung. 


l. Grassamen (Lolium perenne) enthält den antirachitischen 
Faktor nicht. 


2. Keimpflanzen aus demselben Grassamen sind antirachitisch 
wirksanı, 


a) wenn sie hinter Fensterglas gewachsen sind; 


b) auch in völliger Dunkelheit gewachsenes, also etioliertes Gras 
vermag die Rachitis zu heilen. 
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3. Die Auffassung von Windaus und Mitarbeitern, daß der anti- 
rachitische Faktor nur durch die Bestrahlung eines Provitamins (Ergo- 
sterin ?) erzeugt wird, kann nach unseren Untersuchungen nicht zu- 
treffen, weil Keimpflanzen auch ohne Bestrahlung mit der künstlichen 
Höhensonne oder Sonnenlicht in völliger Dunkelheit das antirachitisch 
wirksame Vitamin bilden. 


Literatur. 


1) Windaus, Chemiker-Zeitung 1927, 12, 113 bis 114. — 2) Pohl, 
Naturwissenschaften 1927, 20, 433 bis 438. — 3) McCollum, Simmonds, 
Becker, Shipley, Journ. of biol. Chem. 70, 437 und 438, 1926. — 4) Boas 
und Chick, Biochem. Journ. 18, 433, 1924. 


Ein Beitrag zur Technik des Respirationsversuchs 
nach J. Geppert und N. Zuntz. 


Von 
J. Paechtner (München). 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierärztlichen Hochschule Hannover.) 
(Eingegangen am 29. April 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Zuntz-Geppertsche Methode des Respirationsversuchs an 
Menschen und Säugetieren, die trotz aller bedeutsamen Neuerungen 
nach wie vor ihren Rang auf ihrem Anwendungsgebiet behauptet, 
darf im Prinzip hier als bekannt vorausgesetzt werden. 

So erübrigt es sich auch, ihre mannigfachen Vorzüge hervor- 
zuheben, und ich darf mich darauf beschränken, einige Mängel, die ihr 
anhaften, und den Versuch ihrer Beseitigung zu erörtern. 

Von solchen Mängeln wird auch seitens der Anhänger und Liebhaber 
dieser Methode, soweit die Technik der Atemmessung in Frage kommt, 
die Schwierigkeit empfunden, längere Versuchsreihen ohne die mit- 
unter störenden Unterbrechungen auszuführen, welche das Wechseln 
der Gassammelröhren mit sich bringt, ferner die durch das häufige, 
meist alle 1 bis 2 Minuten übliche Ablesen und Protokollieren des 
Gasuhrstandes bedingte Beanspruchung des Versuchsanstellers für 
Registrierarbeit, welche die richtige Beobachtung des Versuchsobjekts 
unliebsam behindert, und schließlich die bislang schwierige Ausschaltung 
von Störungsmomenten im Verhalten des Versuchsobjekts (Körper- 
bewegungen, Husten) und von Zwischenfällen verschiedener Art während 
eines im Gang befindlichen Versuchs, wodurch nicht selten die Arbeit 
zwecklos wird, insbesondere bei Versuchen an temperamentvollen 
Tieren, z.B. Pferden. 

Wie beträchtlich gerade dieser letztere Umstand ist, mag aus der 
folgenden Aufstellung erhellen, in welcher die Mittelwerte einer größeren 
Anzahl von ,,Ruheversuchen* an zwei Ponywallachen (Castor und 
Cajus) verzeichnet sind, die unter sonst tunlichst gleichen Bedingungen 
im Sommer und im Winter ausgefúhrt wurden, d. h. mit und ohne die — 
zur Sommerzeit unvermeidliche — Belástigung der Tiere durch Fliegen. 
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Energieumsatz der ruhenden, nüchternen Tiere pro 1 qm Oberfläche und 


24 Stunden. 
! l Castor o | Cajus 
Sommer Winter | Sommer Winter 
Cal o Cal Cal u Cal en 
1425 | 934 1353 | 1103 


Der eingangs erwähnte Versuch, die besagten Mängel zu beheben, 
bestand nun darin, daß an einem mir seinerzeit von der Badischen 
Anilin- und Sodafabrik gütigst gestifteten Elsterschen Atemmesser, 
dessen Abbildung in dem diesseits modifizierten Zustande eingefügt 
ist (Abb. 1 und 2), die folgenden Anordnungen getroffen wurden: 


Abb. 1. 


l. Anbringung eines U-förmigen Endstücks mit Umschalthahn h 
an dem Probenahmerohr P, wodurch die jeweilige Anbringung von 
zwei Gassammelröhren folgen kann, deren untere Tubulaturen durch 
ein entsprechend geformtes Rohrstück mit dem Auslaufschlauch S ver- 
bunden werden. Diese Anordnung ermóglicht eine momentane gegen- 
seitige Umschaltung der einen (gasgefüllten) Sammelróhre auf die 
andere (zur Gassammlung vorbereitete), eine bequeme fortgesetzte 
Auswechslung der gasgefüllten Sammelröhren und damit einen während 
stundenlanger Versuche ununterbrochenen Betrieb. 


266 J. Paechtner: 


2. Koppelung der Gasprobenahme mit einer Registriervorrichtung, 
welche die während der Gassammlung geatmeten Luftmengen graphisch 
vorzeichnet. In der vorliegenden Ausführungsform geschieht dies durch 
Verbindung der zur Betätigung des Schnurlaufs für den Auslauf der 
Gassammelróhren dienenden Stufenscheibe (Sch) mit einer passend 
eingerichteten Registriertrommel (T) mittels eines zweiten Schnurlaufs, 
wodurch eine rotierende Bewegung dieser Trommel im Tempo des 
Atemmessers bewirkt wird. An der Schreibfläche der berußten Trommel 


ist ein Markiermagnet (M,) angelegt, der jede Minute eine Marke auf 
der von seiner Schreibspitze gezogenen Grundlinie einträgt. Der Abstand 
dieser Marken ist proportional den Umdrehungen des Atemmessers, 
d. h. den hindurchgeatmeten Luftmengen. Sein ‚„Streckenwert‘‘ läßt 
sich für jede der in Betracht kommenden Übersetzungen auseichen, 
d.h. durch Division der in der Versuchszeit abgelaufenen Millimeter 
in das während der gleichen Zeit durch die Gasuhr gegangenen Luft- 
volumen ermitteln. So gelingt es leicht, das während eines Versuchs 
geatmete Luftvolumen getreu und übersichtlich zu registrieren, ins- 
besondere auch einen zuverlässigen Überblick über die Atemgröße 
der einzelnen Zeitabschnitte (Minuten) des Versuchs ohne viel mühsames 
Protokollieren zu erlangen. Die registrierten Rohvolumina werden 
natürlich in üblicher Weise auf v, reduziert. 


Technik des Respirationsversuchs nach Geppert und Zuntz. 


Ergänzt wird dieses 
..Atemplethysmogramm'* durch 
ein gleichzeitig und parallel 
hierzu aufgenommenes Pneu- 
mogramm, das durch einen 
kleinen, empfindlichen Tono- 
graphen (Tg), der durch eine 
Rohrleitung mit der Luftzu- 
führung oder dem Gasraum 
des Atemmessers kommuni- 
ziert, verzeichnet wird. 

Zur Vervollständigung die- 
ser ‚„‚Protokollführung‘‘ dient 
schließlich eventuell ein 
weiterer Reizmarkierer (M,), 
der, durch einen Morsetaster 
(Ta) oder dgl. betätigt, be- 
sondere Anmerkungen, so 
z. B. über die etwa während 
des Versuchs auftretenden 
Störungsmomente im Ver- 
halten des Versuchsobjekts 
nach Art und Dauer einfach 
und übersichtlich anzubringen 
erlaubt. Da der Versuchs- 
ansteller durch die Entbehr- 
lichkeit einer ständigen Beob- 
achtung und Ablesung des 
Atemmessers wie auch der 
zeitraubenden handschrift- 
lichen Protokollführung seine 
Aufmerksamkeit dem Ver- 
halten des Versuchsobjekts 
ungeteilt widmen kann, wird 
so eine bisher kaum mög- 
liche Exaktheit der Protokoll- 
führung, die für die Aus- 
wertung der einzelnen Ver- 
suche ja höchst wichtig ist, 
erreichbar. 

Eine Probeschrift dieses 
Registrierverfahrens ist in 
Abb. 3 und 4 wiedergegeben, 
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Abb. 3. Kurvenausschnitt von einem Ruheversuch (Mensch). 
Die Atemgrößen sind (1 mm = 0,145 Liter): 5,94, 5,58, 6,09, 5,84, 5,80; die zugehörigen Frequenzen: 15, 16, 19, 18, 18. 


5 Versuchsminuten. 
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Abb.4. Kurvenausschnitt aus einem Versuch mit Armarbeit. 
3 Versuchsminuten; in der zweiten Minute werden 5ky gehoben. Die Atemgrößen sind (1 mm = 0,145 Liter): 6,18, 9,02, 6,80; 
die zugehörigen Frequenzen: 17, 20, 19 
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in ihr bedeutet Pl das , Atemplethysmogramm“, Pn das zugehörige 
Pneumogramm und St die ‚Störungslinie“, auf welcher die auf- 
getretenen Unruhezeiten im Verhalten des Versuchsobjekts nach Zahl 
und Dauer vermerkt sind. 

3. Die Ausmerzung von Störungen aus einem in Gang befindlichen 
Versuch ist bei der vorliegenden Anordnung dadurch zu erzielen, daß 
durch einen Griff an dem Hebel H eine momentane gleichzeitige Aus- 
schaltung der Luftprobenahme und der beschriebenen Pl- und Pn- 
Registrierungen erfolgen und unterhalten werden kann, sobald und 
solange das Verhalten des Versuchsobjekts oder ein sonstiger Umstand 
dies erfordert. Nach dem Aufhören des ‚„Störungsmoments“ führt 
die erneute Einschaltung der Probenahme und Registrierung in das 
Zahnradgetriebe des Atemmessers zur Fortsetzung des Versuchs. So 
gelingt es, einen, unter Umständen zwar aus einzelnen Fraktionen 
zusammengesetzten, aber dabei durchaus den beabsichtigten Versuchs- 
bedingungen genügenden Versuch zu erhalten, z. B. einen wirklichen 
Ruheversuch, einen reinen Kauversuch usw. Wenn man in der Fest- 
stellung der hierbei geatmeten Luftmengen ganz sicher gehen will, 
so kann dies natürlich durch jeweilige Protokollierung des Gasuhr- 
standes bei Aus- und Einrückung des Getriebes geschehen, doch ist 
diese Vorsicht bei einem prompten Spiel der Vorrichtung entbehrlich. 

Die beschriebene Anordnung ist im Jahre 1919 (damals noch ohne 
Kenntnis des registrierenden Respirationsapparats von A. Krogh) ent- 
standen und seitdem verschiedentlich mit gutem Erfolg angewandt 
worden. Sie läßt sich natürlich technisch in mancher Hinsicht ver- 
vollkommnen; im Prinzip scheint sie mir jedenfalls wohl geeignet, dem 
eingangs erwähnten Zwecke zu dienen. 


Zur Kenntnis des Sparteins. 


Von 
R. Wolffenstein und J. Reitmann. 

(Aus dem Org. Laboratorium der Technischen Hochschule Charlottenburg.) 
Mit einem pharmakologischen Beitrag von Hans Rosenberg-Berlin. 
(Eingegangen am 9. Mai 1927.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 

Die Konstitution des Lupinenalkaloids Spartein ist in ihren Einzel- 
heiten noch nicht geklärt; im allgemeinen neigt man zur Annahme 


einer Formel, wie sie von Moureu und Valeur!) auf Grund ihrer Er- 
fahrungen beim Hofmannschen Abbau des Alkaloids angenommen wird: 


H H 
SS E 
d | 
Ha. ÇĦH2H H CHalıı, 
x Se 2 I 2 
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Das wesentliche Kennzeichen dieser Formel ist die vollkommene 
Gleichheit und die symmetrische Lagerung der beiden Stickstoffringe 
im Molekül. 

Bei der Prüfung des Sättigungsverhaltens des Sparteins gegenüber 
Säuren in Gegenwart von Phenolphthalein als Indikator zeigt es sich 
aber, daß das Spartein schon durch ein Säureäquivalent abgesättigt 
wird, während Spartein in Gegenwart von Methylorange oder Lackmus 
als Indikator als zweisäurige Base erscheint. 

0,4400 g Sparteinsulfat ergaben 0,2447 g BaSO.. 

Ci; HN, . H,SO,.5H,0. Ber.: 23,2%, H,SO.. 
Gef.: 23.3%, H,SO,. 

0,5200 y Sparteinsulfat erforderten zur Neutralisation gegen Phenol- 

phthalein 12,3 cem n;10 Kalilauge, entsprechend 0,0603 g Schwefelsäure 


= 11,6%, Schwefelsäure. Das ist also die Hälfte der obigen gravimetrisch 
gefundenen 23,2%, H,SO.. 


1) C. r. 154, 161. 
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Spartein wird also schon mit einem halben Molekül Schwefelsäure 
gegen Phenolphthalein neutralisiert. 

Dieser einfache Versuch zeigt daher klar, daß die beiden stickstoff- 
haltigen Ringe des Sparteins nicht gleich sein können, vielmehr beim 
Spartein ähnliche Basizitätsverhältnisse vorzuliegen scheinen, wie sie 
z. B. im Chinin, im Nikotin bekannt sind, die ebenfalls zwei ungleich- 
artige Ringsysteme im Molekül besitzen und sich dementsprechend 
bei der Neutralisation durch Säuren gleich dem Spartein verhalten. 

Hiernach scheint es, daß die von Moureu und Valeur oben an- 
gegebene Formel die tatsächlichen Verhältnisse nicht richtig wertet. 

Zur Sicherstellung unserer obigen Versuchsergebnisse wurde noch 
eine Base herangezogen, die unzweifelhaft zwei gleiche Ringsysteme 
im symmetrisch gebauten Molekül besitzt, das y, y-Dipiperidyl. Dieses 
erwies sich auch, wie erwartet, bei der Sättigung mit Säuren in Gegen- 
wart von Phenolphthalein als zweisäurige Base. 

Unsere Versuche lassen also das Spartein als unsymmetrisch 
gebaute Base erkennen; ein weiterer genauerer Einblick in die Kon- 
stitution des Moleküls wird direkt aber dadurch nicht gewährt. Indes 
könnte man in Betracht ziehen, dem Spartein die folgende Formel 
zuzuschreiben, die sich durch einfache Verschiebung einer CH,-Gruppe 
aus der Moureu-Valeurschen Formel ableitet. 


H H 
H, EN H—(¡H3—C H,— H e we 
| CH; 
HI CH H H 
CH | 2 2 2 a Se 2 
N N 


Diese neue Formel trägt auch in weiterer Hinsicht Rechnung 
gegenüber verschiedenen anderen Reaktionen des Sparteins, für die 
bisher eine gute Erklärung nicht vorlag. So läßt sich mit der vorliegenden 
Formel die Pyrrolreaktion gut vereinigen, die das Spartein beim Er- 
hitzen mit Zinkstaub gibt!) und auch die Beobachtung von Germain?), 
wonach sich aus dem Spartein durch oxydative Behandlung Bernstein- 
säure bildet. 

Um auf Grund dieser neu vorgeschlagenen Sparteinformel einen 
weiteren Einblick in die Konstitution des Sparteins zu erhalten, wurde 
der oxydative Abbau des Sparteins nach einer neuen Richtung versucht. 
Gewöhnlich erhält man durch Einwirkung von Oxydationsmitteln 
aus dem Spartein schwer faßbare Verbindungen. Es gelang uns aber, 
durch Natriumhypobromit eine glatte Eliminierung von zwei Wasser- 
stoffatomen aus dem Sparteinmolekül zu erzielen und zu einer Ver- 


1) R. Wackernagel und R. Wolftenstein, B. 37, 3238. 
2) Gazz. chim. ital. 42, I, 447. 
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bindung C,,H,,N, zu gelangen, die Dehydrospartein genannt sein soll. 
Durch diesen oxydativen Eingriff wird das Spartein stark verändert. 
Schon äußerlich unterscheidet sich das Dehydrospartein von dem 
Spartein dadurch, daß es im Gegensatz zu dem flüssigen Spartein von 
gut kristallinischer Beschaffenheit ist. 

Auch im chemischen Verhalten zeigt das Dehydrospartein sich 
vom Spartein durchaus verschieden. Es weist im Gegensatz zum 
Spartein eine Doppelbindung auf, die sich durch Entfärbung von 
Kaliumpermanganat in saurer Lösung nachweisen läßt gegenüber dem 
dabei beständigen Spartein. 

Die Doppelbindung im Dehydrospartein ist sehr fest und schwer 
aufzuheben. Salzsäure und selbst Bromwasserstoffsäure in Eisessig- 
lösung erzwingt auch im geschlossenen Rohre bei 100° keine Anlagerung, 
obwohl diese Methode selbst bei dem so schwer angreifbaren Tropidin 
ohne weiteres zum Ziele führt. 

Aber bei der Hydrierung gelang die Aufhebung der Doppelbindung. 
Doch nur die katalytische Hydrierung führte glatt zum Ziele, denn 
weder durch Zink und Salzsäure, noch durch Zinn und Salzsäure ließ 
sich eine Reduktion bewirken. 

Diese schwierige Reduktionsfähigkeit, wie überhaupt die Passivität 
der Verbindung bei den Versuchen zur Aufhebung der Doppelbindung 
dürfte zur Erkennung der Lage im Ringsystem von Bedeutung sein. 
Betrachtet man nämlich ähnliche ringförmige ungesättigte Basen, 
deren doppelte Bindung eine analoge Resistenz zeigt, so erweist sich 
die Doppelbindung dabei stets in gleicher Entfernung vom Stickstoff- 
atom, nämlich in der 48-Stellung wie im: 


H A H 
a N + 
HAT ke Hs H. NH d E NH 
H, Pk H. » H N en / Ma 
NH VW NH 
CH, 
HaC CH, 
4% - Tetrahydro-2-áthylpyridin Tropidin AP. Dihydrochinolin 1) 


Demgemäß erklärt sich die Stellung der doppelten Bindung im 
Dehydrospartein am ungezwungensten folgendermaßen: 


H 
SC Ke 
2 TTT a 


Da ch, | 
Ha, Hal, H, H, 
Nr, SE 
N N 


1) C. Räth, B. 57, 552. 
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Diese Dehydrosparteinformel, die den Eintritt der Doppelbindung 
an zwei asymmetrischen Kohlenstoffatomen vorsieht, steht im guten 
Einklang mit den polarimetrischen Eigenschaften des Alkaloids, seiner 
ungewöhnlich starken Rechtsdrehung, auf welche Verhältnisse noch 
näher eingegangen wird. 


Einer besonderen Erwähnung bedarf die Bromeinwirkung auf 
Dehydrospartein. Hierbei entsteht in ätherischer Lösung ein Per. 
bromid. Diese schön gelb gefärbte Verbindung von der Zusammen- 
setzung C,,H,,N,.6 Br enthält die Bromatome perbromidisch an die 
Stickstoffatome gebunden. Es liegt hier also eine besondere Anhäufung 
der Bromatome vor, die sich nur dadurch erklären läßt, daß das Brom 
als dreiwertig vorhanden anzunehmen ist. Eine derartige Bindung ist 
bisher wohl noch nicht beobachtet worden; bekannt sind lediglich 
einige Perjodide mit dreiwertigem Jod. Für dieses Perbromid des 
Dehydrosparteins dürfte folgende Formel einen passenden Ausdruck 
geben: 


Gë | 
N N 
Br Br Br Br 

N 
Br=Br 


Das Dehydrospartein besitzt die Formel C,,H,,N,. Eine gleich 
zusammengesetzte Base ist aus dem Spartein durch Oxydation mit 
Chromsäure schon von Willstätter und Marx!) erhalten worden. Von 
dieser Base, dem Spartyrin, ist aber unser Dehydrospartein in allen 
seinen Eigenschaften charakteristisch verschieden, vor allem durch 
den hohen polarimetrischen Wert [a], — 258% gegenüber dem des 
Spartyrins, [a] — 25.96% in alkoholischer Lösung. Weiterhin unter- 
scheidet sich das Dehydrospartein vom Spartyrin durch seinen 20° 
höher liegenden Schmelzpunkt. 


Der auffallende Unterschied des Drehungsvermögens des Dehydro- 
sparteins gegenüber dem Spartein muß wohl in einer tiefgreifenden 
Veränderung der Bindungsverhältnisse an den asymmetrischen Kohlen- 
stoffatomen des Sparteins begründet sein, so daß man annehmen darf, 
daß sich die doppelte Bindung im Dehydrospartein gerade zwischen 
denjenigen Kohlenstoffatomen befindet, die im Spartein die Drehung 
nach rechts bewirken. 


1) B. 38, 1772. 
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In der Literatur ist außer dem Spartyrin noch eine Verbindung 
derselben Zusammensetzung und mit derselben Bezeichnung vor- 
handen [Ahrens*)]. Wir konnten aber einwandsfrei nachweisen, daß 
das Ahrenssche Dehydrospartein tatsächlich nur Spartein ist, wie 
auch schon Willstätter Zweifel an seiner Existenz äußerte. Die 
experimentellen Belege darüber finden sich weiter unten angegeben. 


So erscheint unser Dehydrospartein in seiner Abgrenzung zum 
Spartein und Spartyrin klargestellt. 

Wir gaben oben auch schon an, daß sich das Dehydrospartein 
katalytisch reduzieren läßt. Hierbei entsteht nun eine Base von der 
Zusammensetzung des Sparteins, aber Spartein selber wird dabei nicht 
zurückgebildet, sondern es bildet sich ein neues gesättigtes, dem 
Spartein isomeres Alkaloid, das wir Pseudospartein nennen. 

Das Pseudospartein Ce Ha Na stellt eine flüssige, farblose Base 
vor von dem eigentümlich spermaartigen Geruch des Sparteins. Aber 
es unterscheidet sich von dem Spartein durch seinen etwas höheren 
Siedepunkt, seine größere Viskosität und in seinem optischen Drehungs- 
vermögen, das [a], — 49,8% ist, also etwa 30% höher als das des Sparteins. 
Auch die Löslichkeitsverhältnisse seiner Salze sind von denen des 
Sparteins verschieden. 

Das Drehungsvermögen des Pseudosparteins schließt auch eine 
Identität mit dem Isospartein Ce HN, von Moureu und Valeur aus, 
das zu [a] — 25,01% angegeben ist. Über das Isospartein finden sich 
sonst keine charakteristischen Angaben in der Literatur, die wir zu 
einem Vergleich mit unserem Pseudospartein heranziehen können. 
Ob die Beziehungen des Sparteins zum Pseudospartein auf Stereoiso- 
merie beruhen, oder ob, durch leicht verschiebbare Atomgruppen 
bedingt, Umlagerungen im Molekül zu der Bildung dieser verschiedenen 
Verbindungen Veranlassung geben, kann noch nicht entschieden werden. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Dehydrospartein. 


18,2g kristallisierten Sparteinsulfats werden in etwa 20 ccm Wasser 
gelöst. In diese Lösung läßt man langsam aus einer Bürette eine alkalische 
Bromlösung zutropfen, die man sich durch Auflösen von 27,2g Br (4 Mol) 
in 277 ccm 3,7% NaOH (6 Mol) bereitet hat. Es entsteht eine gelbe 
Emulsion, die aber bei lebhaftem Schütteln verschwindet. Da bei der 
Reaktion Bromwasserstoffsäure entsteht und in saurer Lösung sich harzige 
Sparteinperbromide bilden, muß man, um diesen unwillkommenen Re- 
aktionsverlauf zu vermeiden, jedesmal nach dem Zutropfen von etwa 
25 ccm Bromlauge 10 ccm Natronlauge (etwa normal) zu der Reaktions- 
fliissigkeit geben. Die Entfärbung geht dann wieder schnell vor sich. 


1) B. 26, 3035. 
Biochemische Zeitschrift Band 186. 18 
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Um das Oxydationsprodukt aus der Reaktionsflüssigkeit zu isolieren, 
wird diese mit Lauge stark alkalisch gemacht und ausgeäthert. Nach dem 
Abdampfen des Äthers hinterbleiben 9g eines rötlichen Öles. Dieses wird 
dann mit etwa 20 ccm lauwarmen Alkohols in Lösung gebracht und sich 
selbst überlassen. Nach kurzer Zeit beginnt das Dehydrospartein, sich aus 
der dunkelroten Lösung in großen farblosen Kristalldrüsen abzuscheiden. 
Es wird abgesaugt und mit eiskaltem Alkohol nachgewaschen. Das Präparat 
ist schneeweiß und analysenrein. 


Ausbeute 4,2 g. 
Analyse. 0,1493 g Substanz: 0,4218g CO, 0,1393 g H,O. 
Cu H,¿Nz. Ber.: 77,1% C 10,4%, H. 
Gef.: 77,5% C 10,4% H. 


N-Bestimmung. 0,1600 g Substanz: 16,5 cem N, bei 761 mm und 20°. 
Cis Hga Na, Ber.: 12,0% N. é 
sef.: 12,0% N. 


Die kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung nach Beckmann ergab 
bei Anwendung von 0,6514 g Substanz in 14,65 g Eisessig die Depression 
AJ = 0,740. i 
Cis Hz¿Nz. Ber.: Molekulargewicht = 232. 

Gef.: > = 239. 


Es ist unlöslich in Wasser und Alkohol, löslich in den meisten anderen 
Solvenzien, besonders in Chloroform. 

Das Chlorhydrat der Base erhält man durch Einleiten von trockenem 
Salzsäuregas in die absolut ätherische Lösung derselben als flockigen 
weißen Niederschlag von äußerst hygroskopischer Beschaffenheit. 


N-Bestimmung. 0,1635 g Substanz: 12,8 cem N, bei 759 mm und 22°. 
Ce HN. 2 HCl. Ber.: 9,18% N. 
Gef.: 9,08% N. 


Cl-Bestimmung 0,1557 g Substanz erforderten, nach Volhard titriert, 
11,0 cem n/10 AgNO,, entsprechend 0,0385 g Cl. 


CHa Na. 2 HCl. Ber.: 23,7% Cl. 
Gef.: 24,7% CL 


Dehydrospartein ist als ungesättigte Verbindung nicht mehr so stark 
alkalisch wie Spartein und wird deshalb, zum Unterschied von Spartein, 
schon durch Soda aus seinen Salzen ausgefällt. 

Das Perbromid entsteht in sehr einfacher und glatter Reaktion, wenn 
man die absolute ätherische Lösung von Dehydrospartein so lange mit 
absoluter ätherischer Bromlösung versetzt, bis die Färbung des Broms 
bestehen bleibt. Der grobkörnige Niederschlag wird abgesaugt und im 
Exsikkator getrocknet. Es stellt ein schönes kanariengelbes Pulver dar. 


N-Bestimmung. 0,1624 g Substanz: 4,9 ccm N, bei 759,5 mm und 19°. 
Cu HaN,Br¿ Ber.: 3,9% N. 
Gef.: 3,5% N. 
_Gesamtbrombestimmung nach Carius: 0,165lg Substanz gaben 
0,2342 g AgBr. da 
Gef.: 60,4% Br. 
Auf die beiden Stickstoffatome berechnet, sind das 6,0 Atome Brom. 
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Die Bestimmung des perbromidischen Broms wurde zunächst durch 
Tıtration mittels Jodkali und Natriumthiosulfat versucht. Das Resultat 
war aber unbefriedigend (5,4 Atome Br pro Molekül), da das Perbromid 
ira Wasser zersetzt wird und teilweise Bromwasserstoffsäure bildet. Wir 
führten daher durch Reduktion mit schwefliger Säure das Brom des Per- 
bromids über in Bromwasserstoffsäure und titrierten dasselbe nach Volhard: 
0,2032 g Dehydrosparteinperbromid wurden in wenigen Kubikzentimetern 
Wassers aufgeschlämmt, einige Minuten schweflige Säure eingeleitet, bis 
alles gelöst war, und damn der Überschuß an schwefliger Säure abgedampft. 
Bei der Titration dieser Lösung wurden verbraucht 15,0 ccm n/10 A gNO,, 
enıtsprechend 0,1200 g Br. 


Gef.: 59,1%, Br, 
das sind auf 1 Mol C,¿H,,N, 5,9 Atome Br. 


Das Perbromid ist unlóslich in fast allen organischen Solvenzien. 


Pseudospartein. 


Die Hydrierung von Spartein muß bei vollkommenem Luftabschluß 
durchgeführt werden, um die Bildung von Farbstoffen zu vermeiden, die 
den Kontakt vergiften. 


Es wurden in einem Versuch 0,9831 g Dehydrospartein in 15 cem 
Eisessig bei Gegenwart von 0,66 g Platinmohr!) der Hydrierung unter- 
worfen. Bei 22° und 755 mm betrug die H,-Aufnahme 93,5 ccm H, das ist 
aie theoretisch erforderliche Menge H, berechnet für 2 Atome H pro Mol 
Dehydrospartein. Abb. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der H,-Anfnahme 
in Kubikzentimetern. 


O A mw 10 20 
eif in Minuten 
Abb. 1. 


Zur Isolierung des hydrierten Alkaloids wurde die mit Lauge im Über- 
schuß versetzte Lösung ausgeäthert und der Äther scharf abdestilliert. Es 
hinterbleibt 1 g eines farblosen Öles, das Pseudospartein. 

Analyse. 0,1260 g Substanz: 0,3562 g CO, 0,1247 g H. 

Cis Haas, Ber.: 76,9% C 11,19, EE 
Gef.: 77,1% C 11,0% H. 
1) Dargestellt nach Loew, B. 23, 289; Willstátter, B. 45, 1472. 
18 * 
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Sein Siedepunkt. nach Siwoloboff*) im Kapillarrohr bestimmt, beträgt 
325°. 

Das Ergebnis der polarimetrischen Untersuchungen der in Frage 
kommenden Verbindungen zeigt die nachfolgende Tabelle. 


` 
| g/100 ccm | ee | a | (135 


— 13,80 


Spartein in Chloroformlósung . . 


Dehydrospartein in Chloroformlós. — 255,0 
Pseudospartein in Chloroformlös. — 49,8 
Spartyrin in Alkohol . . . . . — 25,96 *) 
Isospartein . . . . 2 222... — 25,017) 


© Nach Willstätter. — +) Nach Moureu und Valeur. 


Um die Angabe von Ahrens, wonach aus’ Spartein und Chlorkalk ein 
Dehydrospartein von der Formel C,,H,,N, entstehen solle, nachzuprüfen, 
wurden 1,1 g Spartein mit 100 ccm einer frisch bereiteten Chlorkalklósung 
versetzt und häufig geschüttelt. Nach dem Stehen über Nacht wurde 
ausgeáthert: farbloses Öl, Kp. 31403), 


Das Pikrat schmilzt bei 201% unkorr. Die spezifische Drehung betrug 
[a]? — 13,6% (8,302 g in 100 ccm Chloroform). Ein kristallisiertes Chlor- 
hydrat wurde nicht erhalten. 


Die Daten stimmen also vollkommen mit denen des Sparteins überein. 


Die vorliegenden neuen Sparteinderivate, das Dehydrospartein 
und das Pseudospartein, wurden von Herrn Dr. Hans Rosenberg im 
Physiologischen Institut der Tierärztlichen Hochschule Berlin einer 
orientierenden pharmakologischen Prüfung unterzogen. 


Bekanntlich hat das Spartein neben seiner Wirkung auf das Herz 
einen lähmenden Einfluß auf das Nervensystem, der sich am ganzen Tier 
durch mehr oder minder weitgehende Herabsetzung der aktiven Beweglich- 
keit und der Reflexerregbarkeit sowie durch eine zunehmende Atem- 
lähmung äußert ?). Diese giftigen Eigenschaften verbieten, wie Bohnenkamp 
und Hildebrandt*) erwähnen, die volle Ausnutzung der durch das Spartein 
hervorgerufenen Verlangsamung der Reizüberleitung am Herzen’) beim 
Menschen. | 


Es schien daher von Wichtigkeit, die neuen Derivate in dieser Hinsicht 
mit dem Spartein zu vergleichen. Aus diesem Grunde wurde darauf ver- 
zichtet, die toxischen und letalen Dosen im allgemeinen zu bestimmen, und 
lediglich der Effekt gleicher Dosen auf Herztätigkeit, Atmung und Reflex- 
erregbarkeit ausgewertet. Die Beobachtungen wurden an nicht narkotisierten 


1) Siwoloboff, B. 19, 795. 

2) Siwoloboff, B. 19, 795. 

3) Vgl. die zusammenfassende Darstellung von W. E. Dixon in 
Heffters Handb. d. exper. Pharm. 2, 2. Hälfte, 724, 1924. 

4) H. Bohnenkamp und F. Hildebrandt, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
102, 244, 1924. 

5) F. Hildebrandt, ebendaselbst 101, 136, 1924. 
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Fröschen (teils Temporarien, teils Eskulenten) vorgenommen, deren Herz 
in situ freigelegt war. Die Substanzen wurden in 19%, wässeriger Lösung 
unter die Haut des Oberschenkels gespritzt; am häufigsten wurden Mengen 
von etwa 0,2 mg pro Gramm, d. h. 0,2 g pro Kilogramm gegeben. 

Es zeigte sich nun, daß Dehydrospartein in diesen toxischen Dosen 
die Herzfrequenz eher weniger verlangsamte als das Ausgangsprodukt, 
während die Atmung durch das Derivat merklich früher gehemmt wurde 
als durch Spartein. Zuweilen war die Zahl der Atemzüge bei der gleichen 
Dosis durch Dehydrospartein schon sehr vermindert, wenn das Spartein 
erst eine gewisse Unregelmäßigkeit oder geringe Verlangsamung der Atem- 
frequenz herbeigeführt hatte. Auch die Reflexe scheint das Derivat früher 
zum Erlöschen zu bringen. Soweit die einfache Betrachtung ein Urteil 
gestattet, bestand in der Herzwirkung als solcher kein Unterschied zwischen 
beiden Körpern: auf der Höhe der Wirkung wird die Diastole erheblich 
verlängert, die Füllung des Herzens vermehrt, die Ausgiebigkeit der Systole 
vermindert. Auffallend ist die in zwei Absätzen erfolgende Füllung des 
diastolisch erschlafften Herzens und die baldige Dunkelfärbung des Herz- 
blutes. 

Es sei bei dieser Gelegenheit betont, daß, wie schon Dixon ausführte, 
die Herzwirkungen der Digitalisstoffe und des Sparteins grundlegend von- 
einander differieren. Übrigens konnte die bekannte Tatsache bestätigt 
werden, daß Atropin die Herabsetzung der Herzfrequenz durch Spartein 
nicht hindert, was schon aus dem Umstande folgt, daß Spartein selbst den 
Herzvagus lähmt. 

Auch das Pseudospartein besitzt alle erwähnten Eigenschaften dee 
Sparteins, ist aber ebenfalls etwas giftiger als das Ausgangsmaterial in- 
sofern, als Atmung und Reflexe etwas rascher gelähmt werden. 

Die in den geprüften Derivaten gegebenen chemischen Abänderungen 
haben also nicht zu einer Verminderung der toxischen Nebenwirkungen des 
Sparteinmoleküls geführt. Da im Tierversuch schon Dosen, welche die 
Schlagfolge des Herzens nur wenig verlangsamen, die Atemtátigkeit und 
Reilexerregbarkeit nachweisbar schädigen können, bleibt die Auffindung 
von Derivaten, deren Nebenwirkungen wesentlich abgeschwächt sind, eine 


notwendige Voraussetzung für eine erfolgreiche Sparteinanwendung beim 
Menschen. 


Perspiratio insensibilis: Ihr Wesen und ihre Ursachen. 


Von 
Francis G. Benedict und Cornelia Golay Benedict. 


(Aus dem Nutrition Laboratory des Carnegie Institution of Washington, 
Boston, Massachusetts.) 


(Eingegangen am 20. April 1927.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit Sanctorius (1614) haben verschiedene Forscher zahlreiche 
Versuche ausgefúhrt, um die qualitativen und besonders die quanti- 
tativen Beziehungen zwischen den Ursachen der Perspiratio insensibilis 
festzustellen. Es war schon lange bekannt, daß ein dauernder, regel- 
mäßiger, unsichtbarer Verlust an Körpergewicht auftritt; und als man 
später das Wesen der Atmungsprozesse besser erkannte, war es klar, 
daß dieser unsichtbare Verlust dem Gleichgewicht zwischen Einnahme 
von Sauerstoff und Wasserdampf aus der eingeatmeten Luft und der 
Ausgabe von Kohlendioxyd und Wasserdampf durch Lungen und 
Haut zuzuschreiben ist. Die quantitativen Gesichtspunkte dieses 
Verlustes sind keineswegs klar. Man hat zahlreiche Methoden für 
das Studium der Perspiratio insensibilis angewendet. Sunctorius!) 
wog den ganzen Körper und bestimmte den gesamten unsichtbaren 
Verlust, und zahlreiche Beobachter haben seitdem immer wieder dieses 
Verfahren aufgenommen. Die Genauigkeit solcher Wägungen erreichte 
ihren Höhepunkt in der außerordentlich genialen Stoffwechselwage 
von Lombard?), welche aber leider nur für wenige Beobachtungen an- 
gewendet wurde. Spätere exakte Wägungen wurden sichergestellt 
durch die Einrichtung im „Nutrition Laboratory“ und in der Klinik 
von Dr. E. P.Joslin am ‚New England Deaconess Hospital” mit 


1) Sanctorius, Medicina Statica, übersetzt von John Quincy, 2. Auti. 
London 1720. 
2) Lombard, Journ. Amer. Med. Assoc. 44. 1790. 1906. 
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zwei Sauterwagen; eine Reihe von Untersuchungen wurden mit dieser 
Ausrüstung an Gesunden, Diabetikern und Schilddrüsenkranken aus- 
geführt. Sie ergaben, daß die gesamte ,,Perspiratio insensibilis‘“ eng 
verbunden ist mit dem gleichzeitig gemessenen Stoffwechsel!). Im 
Anschluß an diese Feststellungen wurden im ‚Nutrition Laboratory‘ 
quantitative Versuche angestellt, welche Messungen des Gesamt- 
verlustes und des Verlustes durch Haut und Lungen allein in sich 
schlossen mit besonderer Berücksichtigung der Beziehungen zwischen 
dem Gewicht des durch die Lungen abgegebenen Wasserdampfes und 
Kohlendioxyds und dem Gewicht des verbrauchten Sauerstoffs. 


Daten bezüglich der Faktoren der Perspiratio insensibilis stehen 
in enger Beziehung zu allen über den Gasaustausch in Atmungskammern 
festgelegten Zahlen, in denen der ganze Verlust, sowohl durch Lunge 
als durch Haut gemessen wurde. Es ist klar, daß die Schwierigkeit, 
eine möglichst genaue Wage zu erhalten, zusammen mit der lange 
herrschenden Vorstellung, daß die ,,Perspiratio insensibilis* zum 
großen Teil aus Wasser aus der Haut bestehe, viele Forscher dazu 
führte, das Problem des Wasserverlustes entweder an der gesamten 
Haut oder an verschiedenen ihrer Teile zu studieren, jedoch mit 
unzureichender Beachtung des Verlustes von seiten der Lungen allein. 
Bevor wir die Protokolle der quantitativen Analysen aus dem ,,Nutri- 
tion Laboratory‘ aufzeichnen, sei deshalb eine allgemeine geschichtliche 
Übersicht der . Untersuchungen über die ,,Perspiratio insensibilis“ 
gegeben. 


Frühere Messungen der ,,Perspiratio Insensibilis‘. 


Die Literatur über die Methode der Körperwägung auf einer Wage 
wurde kürzlich von Benedict und Root!) vollständig zusammengestellt. 
Es ist einleuchtend, daß solche Wägungen nur die gesamte ,,Perspiratio 
insensibilis'* ergeben und keine Trennung des Lungenverlustes von dem 
Hautverlust erlauben. Man wandte andere Methoden an, um den nicht 
wahrnehmbaren Verlust zu erforschen. So benutzte man verschiedene 
Arten von Atmungskammern, in denen der ganze Körper eingeschlossen 
und die Kohlendioxydproduktion und die Abgabe von Wasserdampf ge- 
messen wurde, gelegentlich mit gleichzeitiger Messung des Sauerstoff- 
verbrauchs. Unter diesen Gesichtspunkten liefern alle neueren Atmungs- 
experimente brauchbare Daten, aber häufig geben die Protokolle keine 
Auskunft in bezug auf den Wasserdampf, oder die Zeitangaben sind derart, 
daß die Berechnung der ,,Perspiratio insensibilis'* unmöglich ist. Eine 
andere Methode umfaßte die Messung des Wasserverlustes durch die Haut 
(d. h. nicht inbegriffen den Verlust durch die Lungen oder den Verlust durch 
Gesicht und Stirn), wobei der Körper in einen undurchlässigen Sack oder 
eine Atemkammer eingeschlossen wurde, während der Kopf außerhalb 
blieb. Wieder andere Methoden bestanden darin, daß ein Arm oder Bein 


1) Benedict und Root, Arch. intern. Med. 88, 1, 1926. 


280 F. G. Benedict u. C. G. Benedict : 


in einer besonders gestalteten Kammer eingeschlossen oder ein kleiner 
Teil der Haut mit einem Kasten oder einem passenden Deckel bedeckt 
und der Wasserdampf aus diesem Teile des Körpers bestimmt wurde. 
Es ist einleuchtend, daß die beiden zuletzt erwähnten Methoden nur den 
Wasserverlust behandeln. Schließlich gibt es noch die Methode, den Verlust 
durch die Lunge allein zu messen, und zwar mittels eines Atmungsapparats 
mit Mund- und Nasenstück oder Maske, oder mittels einer kleinen Kammer 
für den Kopf oder eines Helmes, in dem der Kopf Platz findet. Auf diese 
Art wurden der durch die Lungen abgegebene Wasserdampf und das Kohlen- 
dioxyd bestimmt. Gelegentlich machte man dabei Messungen des auf- 
genommenen Sauerstoffs. Ä 


Kammermethode zur Messung der gesamten „Perspiratio insensibilis“. 


Die Erfindung der großen Atemkammer von Pettenkofer und Voit!) 
ermöglichte sowohl die Bestimmung «der gesamten Wasserabgabe als auch 
der Kohlensáureproduktion. Lewin?) wandte die Pettenkofer- Voit-Kammer 
in München an und später konstruierte Rubner in Berlin ein Modell, mit 
welchem zahlreiche Untersuchungen von ihm?) und seinen Mitarbeitern 
Wolpert*), von Lewaschew®), Laschtschenko®), Schattenfroh’) und Peters?) 
ausgeführt wurden. Diese Forscher bestimmten nicht nur die ganze Wasser- 
abgabe, sondern führten auch Berechnungen zur Verteilung des Wasser- 
verlustes zwischen Lungen und Haut ein. Kleinere Formen der Pettenkofer- 
Kammer für Kinder wandten später Rubner und Heubner?), Niemann!®), 
Bahrdt, Birk, Edelstein und Hellesen!!) an. Mit dem Pashutin-Kalorimeter 
in St. Petersburg machten Sadovyen!?), Likhatscheff!?) und Likhatscheff und 
Awrorow!**t) Bestimmungen der gesamten Wasserabgabe. Andere Formen 
der Atemkammern, welche die Messung des Wasserdampfes gestatten, 


1) Pettenkofer und Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 459, 1866. 

2) Lewin, Zeitschr. f. Biol. 17, 71, 1881. 

3) Rubner, Arch. f. Hygiene 88, 120 und 148, 1900; Beitráge zur Er- 
náhrung im Knabenalter. Berlin 1902. 

4) Wolpert, Arch. f. Hygiene 26, 32 und 68, 1896; 83, 206, 1898; 36, 
203, 1899; Broden und Wolpert, I. c. 89, 298, 1901. 

$) Rubner und v. Lewaschew, Arch. f. Hygiene 29, 1, 1897. 

6) Laschtschenko, ebendaselbst 83, 144, 1898. 

7) Schattenfroh, ebendaselbst 88, 93, 1900. 

8) Wolpert und Peters, ebendaselbst 55, 299 und 309, 1906. 

Di Rubner und Heubner, Zeitschr. f. Biol. 86, 1, 1898; 88, 315, 1899. 

10) Niemann, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 11, 63, 1913. 

11) Birk und Edelstein, Monatsschr. f. Kinderheilk. 9, 505, 1910; Bahrdt 
und Edelstein, Festschr. Dr. O. L. Heubner. Berlin 1913; Dieselben, Jahrb. 
f. Kinderheilk., Ergánzungsb. 72, 43, 1910; Hellesen, Nord. Med. Arkiv 
48, 1915, Nr. 14 und 18. 

12) Sadovyen, Metabolism in fasting, Publ. Russian Soc. General Hygiene 
St. Petersburg 12, 1887 bis 1888. 

13) Likhatscheff, Production of heat of healthy man in the condition of 
comparative rest. Diss. St. Petersburg 1893. 

14) Likhatscheff und Awrorow, Investigation of gas and heat exchange 
in fevers. Reports Imperial Military Medical Academy St. Petersburg 5, 1902. 
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wurden von Sonden und Tigerstedt!), Atwater und seinen Mitarbeitern?) 
an der Wesleyan Universität, Middletown, Connecticut, am Nutrition 
Labcratorium®) in Boston, Massachusetts, von Lusk und Du Bois und 
ihren Mitarbeitern am Russell Sage Institut für Pathologie in New York 
City%) und von Staehelin®) in Basel angewandt. Eine Betrachtung des 
gesamten Wasserverlustes durch den Körper, wobei besonderer Wert auf 
Versuche mit Atmungskammern gelegt wird, findet man in der Zu- 
sammenfassung von Barbour!) und Rowntree?). 


Kammermethode zur Messung des Wasserverlustes durch die Haut allein. 


Schon 1790 gingen Lavoisier und Seguin®) an das Problem der Messung 
des unmerklichen (insensiblen) Verlustes durch die Haut allein, indem sie 
ihre Versuchsperson in eine undurchlässige Hülle steckten, wobei der Kopf 
außen blieb und sie den vom Körper abgegebenen Wasserdampf maßen. 
Aber erst ein Jahrhundert später wurden weitere Versuche über diese 
besondere Seite des Problems angestellt, als nämlich ım Jahre 1893 eine 
eigene Atemkammer in Rubners Laboratorium geschaffen wurde, die von 
Schierbeck?) beschrieben und angewendet wurde. Der ganze Körper der 
Versuchsperson, ausgenommen der Kopf, konnte in diese Kammer ein- 
geschlossen werden; der durch die Haut an den Ventilationsstrom 
abgegebene Wasserdampf wurde mittels eines Haarhygrometers ge- 
messen. Denselben Apparat benutzten in der Folgezeit Nuttall!®) und 
Wolpert**). 1902 konstruierte von Willebrand!?) eine besondere Kammer, 


1) Sonder und Tigerstedt, Skand. Arch. f. Physiol. 6, 97, 1895. 

2) Atwater, Woods und Benedict, U. S. Dept. Agric., Office Expt. Sta., 
Bull. 44, 29, 1897; Atwater und Rosa, Physical Review 9, 129, 1899; Atwater 
und Benedict, U. S. Dept. Agric., Office Expt. Sta., Bull. 109, 1902; Dieselben, 
ebendaselbst 186, 1903; Dieselben, Carnegie Inst. Wash. Pub., Nr. 42, 1905; 
Benedict, ebendaselbst, Nr. 77, 1907; Benedict und Milner, U. S. Dept. 
Agric., Office Expt. Sta., Bull. 175, 1907; Benedict und Carpenter, eben- 
daselbst 208, 1909; Carpenter und Benedict, Amer. Journ. Physiol. 24, 
203, 1909; Dieselben, Journ. Biol. Chem. 6, 271, 1909; Benedict und Carpenter, 
Carnegie Inst. Wash. Pub., Nr. 126, 1910. 

3) Benedict, Amer. Journ. Physiol. 26, 15, 1910; Benedict und Carpenter 
Carnegie Inst. Wash. Pub., Nr. 123, 1910; Benedict und Joslin, ebendaselbst, 
Nr. 136, 1910; Carpenter, Journ. Biol. Chem. 9, 231, 1911; Benedict, Carnegie 
Inst. Wash. Pub., Nr. 203, 1915. 

4) Lusk und Du Bois, zahlreiche Referate im Arch. Intern. Med. 
u. Cornell Univ., Med. Bull. Siche besonders Soderstrom und Du Bois, 
Arch. intern. Med. 19, 931, 1917. 

5) Staehelin, Zeitschr. f. klin. Med. 66, 201 und 241, 1906; Verhandl. 
d. Naturforsch. Ges. Basel 1, 100, 1908. 

8) Barbour, Physiol. Reviews 1, 295, 1921. 

7) Rowntree, ebendaselbst 2, 116, 1922. 

8) Seguin und Laroisier, Mémoires de l'Académie des Sciences, S. 608, 
Paris 1790: Oeuvres de Lavoisier 2, 704. Paris 1862. 

9) Schierbeck, Arch. f. Hygiene 16, 203, 1893: Arch. f. Anat. u. Physiol.. 
Physiol. Abt. 1893, S. 116. 

10) Nuttall, Arch. f. Hygiene 23, 184, 1895. 

11) Wolpert, ebendaselbst 41, 301 und 306, 1902. 

12) +. Willebrand, Skand. Arch. f. Physiol. 13, 337, 1902. 
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in welcher sowohl die Kohlendioxyderzeugung als der durch den Körper 
mit Ausnahme des Kopfes abgegebene Wasserdampf gemessen werden 
konnten. Die ausgedehntesten Versuche jedoch über den Wasserverlust 
durch die Haut allein wurden in Tübingen von Schwenkenbecher und seinen 
Mitarbeitern!) ausgeführt. Die Schwenkenbechersche Kammer wurde nach 
dem Muster des früheren Rubnerschen Apparats konstruiert, und zwar 
derart, daß die Versuchsperson bequem daliegen konnte, mit dem Kopfe 
außerhalb der Kammer, und daß die Feuchtigkeit in der strömenden Luft 
mittels Haarhygrometer ermittelt wurde. In jüngster Zeit wurde sie von 
Schlüter?) 1925 angewandt. Im Jahre 1913 kehrte Osborne?) zu Lavoisiers 
Methode zurück, indem er einen undurchlässigen Sack benutzte, und 
berichtete über einige bei diesem Vorgehen in Australien gemachte Fr- 
fahrungen. Nach einer langen Reihe von Versuchen über den ,,insensiblen** 
Verlust durch Bein oder Arm allein wandte Loewy 1914*) eine Kammer 
«an, in der die Versuchsperson völlig eingeschlossen sitzen kann und in 
Röhren hineinatmet, welche die ausgeatmete Luft nach außen leiten, so daß 
die Luft in der Kammer nicht durch die Atmungsprodukte verunreinigt 
wird. Abgesehen von den Versuchen von Loewy war jedoch bei dieser 
Methode zur Messung des „unsichtbaren“ Verlustes durch die Haut allein 
der Verlust durch Gesicht und Kopf nicht inbegriffen. Angesichts der 
hohen Temperatur des Kopfes entstand durch die Vernachlässigung der 
Messung des Verlustes durch diesen Teil des Körp»rs eine beträchtliche 
Fehlerquelle. 


Messung des Wasserdampfverlustes durch ein Glied oder durch einen kleinen 
Hautbezirk. 


Um den von einem Arm oder Bein oder einem kleinen Teile des Körpers 
abgegebenen Wasserdampf zu messen, ist es notwendig, das Glied in eine 
luftdichte Kammer einzuschließen. Über diese Methode berichtet zuerst 
Abernethy5) 1793. obwohl bereits in einer Veröffentlichung von Cruikshank $) 
angegeben ist, daß dieser schon 1795 Zahlen über den Wasserdampfverlust 
durch den Arm publiziert hat. Nach Versuchen von Abernethy und Cruiks- ` 


1) Schwenkenbecher, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 79, 29, 1903; Lang, 
ebendaselbst 79, 343, 1904; Schwenkenbecher und Inagaki, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 58, 365, 1905; Schwenkenbecher und Spitta, ebendaselbst 
56, 284, 1907; Schwenkenbecher und Tuteur, ebendaselbst 57, 285, 1907; 
Schwenkenbecher, Verhandl. d. XXV. Kongresses f. inn. Med., Wien 1908, 
S. 559; Schwenkenbecher, Krehl und Marchands Handb. d. allgem. Pathol. 
2, 2. Teil, 418, 1913; Moog und Nauck, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 25, 
385, 1921; Moog, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 188, 181, 1922; Derselbe, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 31, 316, 1923; Derselbe, Arch. f. exper. Pathol. 
u. Pharm. 98, 75, 1923; Schwenkenbecher, Verhandl. d. 38. Kongresses d. 
deutsch. Ges. f. inn. Med. 1926, $. 302. 

2) Schlüter, Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 432, 1925. 

8) Osborne, Journ. Physiol. 47, 12, 1913. 

4) Loewy, diese Zeitschr. 67, 243, 1914. 

5) Abernethy, Surgical and physiological essays. London 1793. 

8) Cruikshank, Experiments on the insensible perspiration of the 
human body, shewing its affinity to respiration. Published originally in 
1779. Republished with additions and corrections in 1795, London. 
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hank verging nahezu ein Jahrhundert, ehe diese Methode wieder aut- 
genommen wurde. Jedoch wandte 1869 Reinhard!) eine Kammer an, um 
den Wasserverlust durch ein Körperglied zu messen, und seinen Unter- 
suchungen folgten Arbeiten mit einer ähnlichen Methode von Erismann?), 
Roehrig3), Jannsent), Peiper®), Cramer®), Barratt?), Kalmann®), Loeu'y 
und Wechselmann?), Loewy*%), und Alchieri1d). Um das von besonderen 
Teilen der Haut verdampfte Wasser zu messen, falte Gerlach!?) 1851 zuerst 
den Gedanken, die Haut mit einem Stückchen getrockneter Blase zu be- 
decken. Aber erst beim Erscheinen der hervorragenden Monographie von 
Weyrich!?) 1862 wurde diese Forschungsmethode wissenschaftlich aus- 
gewertet. Weyrichs Monographie behandelt die Literatur in höchst gründ- 
licher Weise und sollte mehr geschätzt werden. Sein Apparat, dem leider 
die Ventilation fehlt, bedeckte einen kleinen Teil der Haut und war an den 
Gebrauch eines Daniell-Hygrometers gebunden. 20 Jahre später wurde 
er von Arnheim!) angewendet, der 1882 und 1888 zwei Berichte veröffent- 
lichte, und erst 1907 wird eine Modifikation dieses Apparats von Sagalorv!®) 
beschrieben. Im Laboratorium von Peiper wurde ein Apparat konstruiert, 
der zuerst 1886 von Weber!®) in einer Dissertation und schließlich 1889 in 
einer großen Monographie von Peiter 17) beschrieben wurde. Der Peiper- 
Apparat wurde auch von Sauer!®) angewendet. Waller!P) verwandte 1894 
ein Glaszefäß, das Calciumchlorid zur Absorption des Wasserdampfes 
enthielt, und wog den Wasserverlust seitens verschiedener Teile der Haut. 
Später modifizierten Mc Clure und Sauer?*), Galeotti und seine Mitarbeiter, 


1) Reinhard, Zeitschr. f. Biol. 3, 28, 1869. 

2) Frismann, ebendaselbst 11, 1, 1875. 

3) Roehrig, Die Physiologie der Haut. Berlin 1876. 

1) Jannsen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 88, 334, 1883. 

$) Priper, Untersuchungen über die Perspiratio insensibilis unter 
normalen und pathologischen Verhältnissen. Wiesbaden 1889. 

$) Cramer, Arch. f. Hygiene 10, 231, 1890. 

7) Barratt, Journ. Physiol. 21, 192, 1897; 22, 206, 1897; 24, 11, 1899. 

2) Kalmann, Arch. f. d. ges. Physiol. 112, 561, 1906. 

2) Loewy und Wechselmann, Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 206, 
719, 1911. 

10) Loewy, diese Zeitschr. 67, 243, 1914. 

11) Alrhieri, Arch. d. Fisiol. 21, 181, 1923. 

12) Gerlach, Arch. f. Anat., Physiol. u. wissensch. Med. 1851, S. 431. 

13) Weyrich, Die unmerkliche Wasserverdunstung der menschlichen 
Haut. Leipzig 1862. 

14) Arnheim, Zeitschr. f. klin. Med. a, 363, 1882; 13, 378, 1888. 

13) Sagalov, Skin perspiration of children. St. Petersburg 1907. 

16) Weber, Ein Beitrag zur Lehre von der Perspiratio insensibilia, 
Dissertation Greifswald 1836. 

17) Peiper, Untersuchungen über die Perspiratio insensibilis unter 
normalen und pathologischen Verhältnisse. Wiesbaden 18839. 

18) Sauer, Ein Beitrag zur Lehre von der Perspiratio insensibilis, 
Dissertation Greifswald 1887. 

19) Waller, Journ. Physiol. 15, 25, 1894. 

20) Me Clure und Sauer, Arch. intern. Med. 21, 428, 1918. 
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Viale*), Galeotti und Macri?), Musumeci und Di Macco®), Borrino*) und 
Muggia°) diesen Apparat. Besondere Aufmerksamkeit ist der Anwendung 
der Galeotti-Methode durch Flarer®) zu schenken und ebenso seiner sinn- 
reichen Verwertung der hygroskopischen Natur eines vorher getrockneten 
Froschmagens zur Bestimmung des durch die Haut abgegebenen Wassers, 
eine Methode, welche er Reiss?) zuschreibt. 


Respirationsapparat und Kopfkammer zur Messung des Wasserverlustes 
durch die Lunge. 


Die Messung des von den Lungen allein in der ausgeatmeten Luft 
abgegebenen Wasserdampfes fand, obwohl sie zuerst 1859 von Edward 
Smith!) unternommen wurde, keine weitere Beachtung, bis 1898 Rubner?) 
unter Anwendung einer Kopfkammer Zahlen für den Wasserverlust durch 
die Lunge allein angab. 1912 berichtet Galeott31%) über Versuche an einer 
kleinen, mit Mundstück und Klappen versehenen Metallbüchse, mittels 
der er das Volumen der ausgeatmeten Luft maß. Den aus den Lungen 
kommenden Wasserdampf absorbierte er durch Calciumchlorid. Dieser 
Apparat wurde auch von Azz:!!) angewendet. Siebeck und Borkowsk:i!?) 
benutzten den Universalrespirationsapparat des „Nutrition Laboratory‘, 
um den von den Lungen abgegebenen Wasserdampf zu wiegen, und in 
Verbindung mit einer Arbeit über die Temperatur der ausgeatmeten Luft 
verwendeten Liljestrand und Sahlstedt!?) ein besonderes Mund- und Nasen- 
stück und sammelten den Wasserdampf in Schwefelsäurebehältern. 


SchluBfolgerungen aus der Literatur über die ,,Perspiratio insensibilis“‘. 


Aus der Literatur über die Messungen der Perspiratio insensibilis 
durch Wägungen des Körpers kann man, besonders wenn sie genau 
ausgeführt wurden, schließen, daß der ‚‚unmerkliche Verlust“ zwischen 
15 und 50 bis 60 g pro Stunde beträgt und im allgemeinen der Größe 
des Individuums und dem Grade der Muskeltätigkeit oder Ruhe pro- 
portional ist. Je größer die Muskelarbeit; desto größer der Verlust. 
Ferner kann man den Schluß ziehen, daß ein enger Zusammenhang 
zwischen dem unsichtbaren Verlust und dem Gasstoffwechsel obwaltet. 


1) Viale, Arch. ital. de Biol. 60, 408, 1913. 

2) Galeotti und Macri, diese Zeitschr. 67, 472, 1914. 

3) Musumeci und Di Macco, Lo Sperimentale 74, 252, 1920. 

4) Borrino, Riv. di clin. pediatr. 21, 151, 1923. 

5) Muggia, Archivio per le Scienze Mediche 46, 376, 1923. 

6) Flarer, Bull. d. soc. med. chir. Pavia, 1, 25, 1926 (zitiert in Berichte 
u. d. ges. Physiol. 86, 119, 1926). 

7) Reiss (Originalangaben sind nicht erhältlich). 

8) Smith, Philos. Trans. 149, 698, 1859. 

9) Rubner, Arch. f. Hygiene 88, 151, 1898. 

10) Galeotti, diese Zeitschr. 46, 173, 1912. 

11) Azzi, Arch. ital. de Biol. 61, 203, 1914; Lo Sperimentale 67, 811, 
837 und 845, 1914; 68, 321, 1915. 

12) Siebeck und Borkowski, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 131, 55, 1919. 

13) Liliestrand und Sahlstedt, Skand. Arch. f. Physiol. 46, 94, 1924. 
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Dies wurde sowohl durch Versuche an Gesunden, als auch an einer 
Reihe von Diabetikern und Schilddrüsenkranken!) schlagend bewiesen. 
Diese Beziehung wird am besten durch eine Kurve (Abb. 1) gezeigt, 
auf der die Wärmeproduktion innerhalb 24 Stunden zu dem ,,unsicht- 
baren Verlust“ pro Stunde in Beziehung gesetzt ist. 


Abb. 1. 


Beziehung zwischen der gesamten stündlichen Perspiratio insensibilis und der 24 Stunden» Wärme» 
produktion. (Root). 
Die Kreuze bezeichnen Ergebnisse bei Diabetikern, die Punkte bei Schilddrüsenkranken. Die 
Warmeproduktion wurde kurz vor oder unmittelbar nach der Bestimmung der Perspiratio 
insensibilis festgestellt. Die Messungen wurden gewöhnlich unter den üblichen Bedingungen 
ausgeführt, nur in wenigen Fällen nach der Nahrungsaufnahme. 


Der Einfluß äußerer Faktoren, wie Kleidung, Windströmung und 
Temperatur der Umgebung, auf die gesamte Perspiratio insensibilis 
ist klein. Nur wenn die Temperatur der Umgebung 26° C oder darüber 
beträgt, wächst der Verlust, dies ist gewöhnlich mit Schweißaus- 
bruch verbunden. Andererseits verringert sich der Verlust, wenn 
der Körper friert und besonders, wenn die Extremitäten sehr kalt sind. 


Versuchsplan. 


Diese Resultate, die zum größten Teil auf eigenen Experimenten 
des Nutrition Laboratory beruhten (und häufig von früheren Arbeiten 
abweichen), führten naturgemäß zu einer weiteren Untersuchung der 
Sachlage?). Man versuchte daher den Verlust auf Lunge und Haut 
zu verteilen und besonders die Beziehungen zwischen der ausgeatmeten 
Kohlensäure, dem absorbierten Sauerstoff, dem durch die Lungen und 


1) Benedict und Root, Arch. intern. Med. 38, 24, 1926. 
2) Benedict und Benedict, Skand. Arch. f. Physiol. 49, 89, 1926. 
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dem durch die Haut verdampften Wasser zu studieren. Ergänzende 
Problemstellungen umfaßten Messungen der Lüftung der Lungen und 
der Temperatur der ausgeatmeten Luft. Von diesen Studien wollen 
wir hier die Verteilung des Verlustes zwischen Lungen und Haut er- 
örtern und die Beziehungen zwischen dem durch die Lungen aus- 
geatmeten Kohlendioxyd, dem absorbierten Sauerstoff. dem durch 
die Lungen verdampften Wasser und dem gesamten ,.unmerklichen 
Verlust‘‘ darlegen. 


Die an der Perspiratio insensibilis beteiligten gastórmigen Faktoren. 


Es gibt drei gasförmige Faktoren, die eine wichtige Rolle bei 
dem unsichtbaren Verlust durch den ganzen Körper spielen. nämlich 
das verdampfte Wasser. das ausgeatmete Kohlendioxyd und der ver- 
brauchte Sauerstoff. Diese drei Faktoren sollen unabhängig von- 
einander betrachtet werden. 


Wausserverlust durch die Haut. 


Der vom lebenden Organismus abgegebene Wasserdampf kann 
zwei Quellen entstammen, der Haut und den Lungen. Der aus der 
Haut kommende wird auf zweierlei Weise abgegeben; in erster Linie 
durch die fortwährende langsame Ausdunstungsabsonderung durch 
Schweißdrüsen und Poren. Diese Ausdunstung ist nicht groß genug, 
um sichtbar zu sein; man kann nur den sichtbaren Schweißtropfen 
bemerken, wenn eine gewisse sekretorische Aktivität erreicht ist. Zu 
diesem Wasserverlust durch die Schweißdrüsenausführungsgänge tritt 
unzweifelhaft noch ein Verlust an Wasserdampf durch die Haut selbst. 
So kommt es, daß beim Tode eines Tieres oder Menschen zwar die 
Atmung stillsteht, die sekretorische Tätigkeit aufhört, der Körper 
sich schließlich bis zur Zimmertemperatur abkühlt und kein weiterer 
Durchtritt von Luft in Nase und Mund, noch SchweiBabsonderung 
besteht, und daß dennoch der Körper beständig an Gewicht abnimmt 
und austrocknet. Man hat gewisse Versuche an Menschen gemacht, 
die ohne Schweißdrüsen geboren wurden. Loewy!) hat eine in dieser 
Richtung sehr wichtige Untersuchung veröffentlicht, wobei er zeigte, 
daß ein ansehnlicher Betrag von Wasserdampf selbst ohne die Tätigkeit 
der Schweißdrüsen abgegeben wird. Neuerdings wurde diese Beob- 
achtung Loewys von Richardson?) in der Klinik von Du Bois am Russell 
Sage Institute of Pathology in New York durchaus bestätigt. Jedoch 
beschäftigt uns der Mechanismus des Wasserverlustes durch die Haut 
in dieser besonderen Studie nicht. 


1) Loewy und Wechselmann, Arch. f. path. Anat. u. Physiol. 206, 
79. 1911. 
2) Richardson, Journ. Biol. Chem. 67, 397, 1926. 
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Wasserverlust durch die Lungen. 


Aus der früheren Literatur ist ersichtlich, daß alle Forschungen 
über die Perspiratio insensibilis sich praktisch auf den Wasserverlust 
durch die Haut beschränkten, aber dem Verlust durch die Lungen 
nur wenig Aufmerksamkeit schenkten. Andererseits wird fortwährend 
Luft mit einem wechselnden Wassergehalt in die Lungen eingeführt, 
schätzungsweise auf annähernd 30 oder 35°C gewärmt und daher aus 
den Lungen mit bedeutend mehr Wasserdampf gesättigt ausgestoßen. 


Kohlendioxyd. 


Auch das vom Körper ausgeatmete Kohlendioxyd stammt aus 
zwei Quellen, den Lungen und der Haut, aber wie schon früher Fubins 
und Ronchi!) und später v. Willebrand?) u. a. zeigten, wird nur ein 
kleiner Teil (kaum 1%) durch die Haut abgegeben. Ein ausführlicher 
Vergleich der Methcden zur Bestimmung des respiratorischen Aus- 
tausches, den unser Kollege Dr. T. M. Carpenter?) veröffentlichte, 
liefert indirekt einen entecheidenden Beweis für diesen Punkt. Beim 
Vergleich der Methoden mit Respirationskammern, in denen die ge- 
samten Atmungsprodukte ermittelt werden, und mit denen, in welchen 
nur der Gasaustausch in den Lungen gemessen wird, berichtet Carpenter 
von einer Kohlendioxydproduktion von 190 ccm pro Minute als Durch- 
schnittswert von allen Versuchen mit dem Ruhebettkalorimeter und 
von 185 cem als Durchschnittswert von allen Versuchen mit Atmungs- 
apparaten mit Mundstückatmung. Ein Anstieg der Kohlendioxyd- 
preduktion von 39, ist deshalb möglich, wenn die Atmungskammer 
angewendet wird. Wer mit experimenteller Technik vertraut ist, wird 
erkennen. daß dies beinahe innerhalb der Grenzen eines Messungs- 
fehlers liegt, und ein klarer Beweis dafür ist, daß kein schätzbarer 
Betrag von Kohlendioxyd durch die Haut abgegeben wird, wenigstens 
in der Ruhe, wenn auch die Lage gänzlich verändert sein kann, wenn 
Muskeltätigkeit mit intensiver Hautzirkulation zusammentrifft. Der 
größte Teil des Kohlendioxyds ist das Ergebnis von Oxydationsprozessen 
im Stoffwechsel. Ein kleiner Betrag entsteht als Spaltprodukt der 
Kohlehydrate bei der Bildung von Fett, obgleich dieses Quantum bei 
Masttieren groß sein kann. Bei den Wiederkäuern rührt ein nicht 
unbeträchtlicher Betrag von bakteriellen Gärungen her. Hinsichtlich 
des Gewichtsverlustes des Körpers ist die genaue Herkunft des Kohlen- 
dioxyds unwesentlich. Nur zum Zwecke der Diskussion ist zu beachten, 


1) Fubinz und Ronchi, Moleschotts Untersuchungen zur Naturlehre 
12, 1, 1878. 

2) v. Willebrand, Skand. Arch. f. Physiol. 18, 337, 1902. 

3) Carpenter, Carnegie Inst. Wash. Publ. Nr. 216, 1915, S. 100. 
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daß das Kohlendioxyd ausschließlich durch die Lungen abgegeben 
wird, und der kleine Bruchteil, der durch die Haut exhaliert wird, 
kann vernachlässigt werden. 


Sauerstoff. 


- Bei den Atmungsprozessen wird fortwährend Sauerstoff ein- 
genommen, gewöhnlich in annähernd demselben Volumen in dem 
Kohlendioxyd ausgeatmet wird. Da praktisch nichts von diesem 
Sauerstoff im Körper zurückgehalten oder aufgespeichert wird, wird 
er fast unmittelbar im Kohlendioxyd oder Wasser ausgeschieden. 

Von den drei an der Perspiratio insensibilis beteiligten gasförmigen 
Faktoren mag daher der Gewichtsverlust durch die Haut als durch 
Wasser allein bedingt angesehen werden und der gesamte Verlust 
durch die Lungen zum größten Teil als Resultante aus dem ein- 
genommenen Sauerstoff und der Abgabe von Wasserdampf und Kohlen- 
dioxyd durch die Lungen. Auf diese Weise beschränkt sich das Problem 
der Verteilung des Verlustes zwischen Lungen und Haut von selbst 
zum großen Teil auf die Messung dieser drei gasförmigen Faktoren. 


Technik. 


Die Messung des ausgeatmeten Kohlendioxyds und des verbrauchten 
Sauerstoffs ist praktisch jedem Stoffwechselkliniker vertraut und 
bietet keine besonderen Schwierigkeiten. Die Messung des vom ganzen 
Körper verdampften Wassers, einschließlich der Lungen und Haut, 
ist ebenfalls ohne große technische Schwierigkeiten durchzuführen. 
Für diese Messungen können Atmungskammern, die gewöhnlich für 
Gasstoffwechselversuche gebraucht werden, in Anwendung kommen, 
besonders wenn kein Wasserverschluß benutzt wird, die Bedingungen 
bezüglich der Feuchtigkeit in der Kammer bekannt sind und die Kon- 
densation des Wassers innerhalb der Kammer vermieden wird. Eine 
besondere Technik ist jedoch nötig, um das durch die Haut und das 
durch die Lungen abgegebene Wasser voneinander zu trennen. Wenn 
die Versuchsperson sich innerhalb einer Atmungskammer befindet 
und das gesamte, sowohl von Lungen als Haut verdampfte Wasser 
gemessen wird, so hatte man die zuerst von Rubner!) eingeführte 
Methode der Berechnung, um diese zwei Verlustquellen voneinander 
zu trennen. In dieser Berechnung wird die Feuchtigkeit der ein- 
geatmeten Luft bestimmt, das Gesamtvolumen der durch die Lungen 
strömenden Luft gemessen oder berechnet, die ausgeatmete Luft als 
mit Wasserdampf bei Körpertemperatur gesättigt angesehen. Diese 
Methode, den Wasserverlust seitens der Lungen zu berechnen, ergab 


1) Rubner, Arch. f. Hygiene 83, 151, 1898. 
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bei fast allen Forschern verschiedene Werte; denn vor allem war die 
Temperaturmessung der ausgeatmeten Luft keineswegs einwandfrei 
und die angenommenen Temperaturen schwankten zwischen 32 und 
37°C. — Zweitens ist die Messung des Gesamtvolumens der durch 
die Lungen strömenden Luft nur dann möglich, wenn Verbindungen 
mit einem MeBapparat vorhanden sind. Daher ist das Volumen bei 
Anwendung von Atemkammern unbekannt. Als Ergebnis vieler Ex- 
perimente von Zuntz und seinen Mitarbeitern?), bei welchen die Versuchs- 
personen direkt mit einem Meßapparat verbunden waren, wurde an- 
genommen, daß bei den Stoffwechselprodukten auf ein Volumteil 
von absorbiertem Sauerstoff 21 Volumteile Luft durch die Lungen 
hindurchgehen. Aus dieser Überlegung heraus, aus der bekannten 
Luftfeuchtigkeit in der Kammer, die leicht meßbar ist, und aus der 
Annahme, daß die ausgeatmete Luft bei einer Temperatur zwischen 
34 und 37°C gesättigt ist, wird das durch die Lungen verdampfte 
Wasser berechnet. Als Ergebnis einer Reihe von Berechnungen, die 
sich auf Versuche am Hungernden stützen, zeigte sich, daß dieser 
Wert für die Lungenlüftung pro Liter verbrauchten Sauerstoffs zwischen 
22,6 und 34,0 Litern?) schwankte. Dies allein lehrt die einer solchen 
Berechnung anhaftenden Schwierigkeiten, besonders bei pathologischen 
Fällen. 

Unser Verfahren, den Verlust zwischen Lunge und Haut zu ver- 
teilen, war anders. Wenn man auf eine große Wage nicht nur die 
Versuchsperson, sondern auch einen einfachen Atmungsapparat stellt, 
und auf der Wage den ganzen durch die Lunge ausgentmeten Wasser- 
dampf und das gesamte Kohlendioxyd wiegt, und einem gleichfalls 
auf der Wage stehenden Zylinder mit komprimiertem Gas den not- 
wendigen Sauerstoff entnimmt, um die normale Atmung aufrecht- 
zuerhalten, würde jeder Verlust bei diesem aufgehängten System 
(d. h. einschließlich der Versuchsperson, des Atemapparats und des 
Sauerstoffzylinders) nur den Verlust durch die Haut darstellen. Dieser 
kann, wie wir aber geschen haben, hauptsächlich als aus Wasserdampf 
bestehend angesehen werden. Unsere ersten Versuchsreihen umfaften 
deshalb diese experimentelle Anordnung. 


Methode zur Bestimmung des Gesamtverlustes. 
Die zur Messung der gesamten Perspiratio insensibilis angewandte 
Apparatur war eine äußerst empfindliche Wage von Sauter?), die 
imstande ist, an jedem Wagebalken mit 100 kg belastet zu werden 


1) Zuntz, Loewy, Müller und Caspari, Hóhenklima und Bergwanderungen 
in ihrer Wirkung auf den Menschen, 1. Aufl., Berlin 1906, S. 380. 
2) Benedict, Carnegie Inst. Wash. Publ. Nr. 203, 1915, S. 374. 
3) August Sauter, Fbingen, Wúrttemberg, Prázisionswage Nr. 521. 
Biochemische Zeitschrift Band 186. 19 
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und (wenigstens bei den zwei Wagen, die im Nutrition Laboratory 
und im Deaconess Hospital aufgestellt sind) eine Empfindlichkeit 
von 0,1 g bei voller Belastung hat. Zu diesem Zwecke muß die Wage 
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Abb. 2. 
Wage und aufgehängtes Bett zur Bestimmung der gesamten Perspiratio insensibilis. 
Ein Schraubengewinde dient zum Aufziehen und Herablassen der Wage. Wenn die Versuchs» 
person an Gewicht verliert, werden auf dem Gestell über dem Bett Gewichte hinzugetügt. 


stark montiert sein, und zwar so, daß das aufgehängte Bett frei schwingen 
kann (s. Abb. 2). 

Wenn schwere Gewichte von annähernd 200 kg auf die Wage 
gehoben werden müssen, ist die persönliche Handhabung des Hebel- 
werks für einen weiblichen Assistenten zu schwer, es wurde deshalb 
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ein einfaches Triebwerk angewendet. Gewöhnlich wird das Bett am 
rechten Balken und das Gegengewicht, das aus verschiedenen Blei- 
stücken besteht, am anderen Wagebalken aufgehängt. Die endgültige 
Einstellung erfolgt mittels Bleischrot, indem Versuchsperson und Aus- 
rüstung durch Hinzufügen von Gewichten an einem über dem Bette 
aufgehängten Gestell ausbalanciert werden. Es ist ein wenig schwer, 
die Anfangszeit des Versuchs festzusetzen, da die Dauer jeder Aus- 
schwingung der Wage annähernd eine halbe Minute beträgt. Gewöhn- 
lich setzt man dies fest, wenn man gerade den Augenblick, in dem 
der Zeiger in gleicher Entfernung nach beiden Seiten hin ausschlägt, 
festhält. Das absolute Gewicht des aufgehángten Systems ist nicht 
` wichtig, da es sich um Unterschiede des Verlustes handelt. Bei dieser 
Art des Aufhängens werden die Verluste durch die Zunahme der auf 
dem Gestell über dem Bette angebrachten Gewichte ausgedrückt. 
Die Versuchsperson liegt gewöhnlich auf einem Bette mit Sprungfeder- 
matraze, ist bekleidet und, wenn nötig, mit einer wollenen Decke leicht 
zugedeckt. Wenn das Bett gerade nicht aufgehängt ist, kann es auch 
auf zwei hölzernen Stützen ruhen, und es können so Stoffwechsel- 
messungen mit irgend einem Apparat ausgeführt werden. Durch diese 
Wage mit Bett wird der stündliche ‚unsichtbare Verlust“ genau 
gemessen. Die Bestimmungen dieser Gewichtsverluste werden gewöhn- 
lich alle 15 Minuten gemacht. In bezug auf die Zeit bilden die 
Ergebniszahlen fast ständig eine gerade Kurve, die eine bemerkens- 
werte Gleichförmigkeit in der Zeiteinheit anzeigt. 


Methode zur Bestimmung des Hautverlustes. 


Zum besonderen Zwecke der Trennung des Hautverlustes vom 
Lungenverlust ist die Apparatur folgendermaßen abgeändert worden. 


Über dem Bette wird zwischen den Aufhängestützen ein hölzernes 
Brett von annähernd 102cm Länge und 25cm Breite angebracht. 
Auf diesem Brette steht eine modifizierte einfache Atemapparatur, 
die wir früher beschrieben haben!). Der Behälter für Natronkalk 
zur Absorption des Kohlendioxyds ist etwas kleiner als beim Original- 
apparat, aber die Badekappe, die als Expansionsapparat dient, bleibt 
unverändert. Da die Versuche mindestens 40 Minuten bis 1 Stunde 
lang durchgeführt werden müssen, und es ratsam ist, die Lungen 
sogar von dem geringfügigen Arbeitsaufwand zu entlasten, der nötig 
ist, die Ventile zu öffnen und zu schließen, die ausgeatmete Luft durch 
Röhren in die Absorptionsgefäße zu treiben und Luft in die Lungen 


!) Benedict und Benedict, Skand. Arch. f. Physiol. 44, 87, 1923; Dieselben, 
Boston Med. and Surg. Journ. 188, 567, 1923; Benedict, Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 10, S. 608, 1924. 
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zurückzuleiten, wird diese ganze Lüftungsbewegung mittels eines 
kleinen Rotationsventilators!) bewerkstelligt. Das eigentliche Heben 
und Senken der Kappe muß von den Lungen geleistet werden, aber 
die Druckschwankung bei dieser Bewegung ist nicht mit einem Wasser- 
manometer meßbar. Ein Standardmundstück, verbunden mit einem 
T-Rohr (innerer Durchmesser 22 mm), wird in den Mund gesteckt 


Abb. 3. 


Anordnung zur Messung des unsichtbaren Verlustes durch die Haut allein, mit einer über der 
Versuchsperson schwebend aufgehängten Atemapparatur. 
Die Atemapparatur besteht aus einem mit einer Gummibadekappe bedeckten Natronkalks 
gefäß, aus einem elektrischen Gebläse und einem kleinen Sauerstoffzylinder. Die aufgehängte 
Apparatur ist mittels einer feinen (hier nicht sichtbaren) Spirale an die elektrische Leitung 
angeschlossen. Das Gewinde ist auf der linken Sete und die Gegengewichte auf der Schale im 
Hintergrunde links sichtbar. Der auf der Spitze der Kappe befindliche Knopf mit dem darüber 
stehenden metallenen Zeiger dient zur Feststellung bestimmter Atemphasen. 


und ein Schenkel des T-Rohres mit dem Ventilator verbunden, der 
die ausgeatmete Luft in den Natronkalkbehälter treibt. Aus diesem 
geht die kohlendioxydfreie Luft in den anderen Schenkel des T-Rohres 
und zurück zum Munde, so daß der Kreislauf geschlossen ist. Um 
nach Bedarf Sauerstoff zu ergänzen, wird ein kleiner Stahlzylinder 
mit Sauerstoff, wie er allgemein in Krankenhäusern in Gebrauch ist, 
auf das Bett gestellt und mittels eines Hahnes direkt mit dem ge- 


1) Angefertigt und ergänzt von W. E. Collins, 555 Huntington Avenue, 
Boston, Mass. 
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schlossenen System verbunden. Ein Nasenverschluß sichert aus- 
schließliche Mundatmung. Der Nasenverschluß, der von Siebe, Gorman 
& Company, 187 Westminster Bridge Road, London, hergestellt wird, 
hat sich für langdauernden Gebrauch als der beste erwiesen. 

Unter diesen Bedingungen atmet die Versuchsperson ruhig in 
die Apparatur hinein. Ventilierung und Luftbewegung werden durch 
ein Gebläse bewerkstelligt, und die Atmung geht frei und leicht vor 
sich. Die ausgeatmete Luft mit ihrem Gehalt an Wasserdampf und 
Kohlendioxyd strömt in Natronkalk!), wo Kohlendioxyd absorbiert 
und Wasserdampf zum großen Teil kondensiert wird. Sauerstoff tritt 
durch Öffnen der Klappe am Sauerstoffzylinder hinzu, so daß die 
Kappe zunächst in Mittelstellung erhalten und freies Ein- und Aus- 
atmen möglich wird. Während dieser Vorgänge hebt und senkt sich 
die Badekappe. Auf diese Weise kann man sehen, daß der Chemismus 
des gesamten Atmungsprozesses in Gestalt von wägbaren Faktoren 
auf der Wage verbleibt, da das ganze produzierte Kohlendioxyd sowie 
der gesamte Wasserdampf aus den Lungen zurückgehalten wird und 
der Sauerstoff aus dem Zylinder in das geschlossene System übergeht. 
Unter diesen Bedingungen muß also, wenn das ganze aufgehängte 
System gewogen wird, der Gewichtsverlust allein durch den Verlust 
durch die Haut zustande kommen. Dieser Verlust besteht, wie wir 
gesehen haben, fast ausschließlich aus Wasserdampf mit einem kleinen 
(für diesen Zweck zu vernachlässigenden) Betrag an Kohlendioxyd. 

Um richtige Anfangs- und Endwerte zu erhalten, ist es theoretisch 
notwendig, daß die Kappe beim Ablesen der Anfangs- und Endgewichte 
genau gleich eingestellt ist. Da bei der einzigen Lage, bei der man 
von gleichmäßiger Einstellung der Membran überzeugt sein kann, 
die Membran so gespannt sein muß, daß der Knopf auf ihrer Spitze 
mit einem darüber angebrachten Zeiger in Berührung ist, so bedeutet 
dies theoretisch, daß in dem Augenblick der Gleichgewichtseinstellung 
auf der Wage die Kappe stets bis zu einem bestimmten Niveau gefüllt 
sein sollte. Praktisch ist es fast unmöglich, den Knopf mit dem Zeiger 
in Berührung zu bringen, während die Versuchsperson gewogen wird, 
weil das Ausschwingen der Wage annähernd eine halbe Minute dauert 
und die Versuchsperson während dieser Zeit 100 ccm Sauerstoff aus 
dem geschlossenen System aufnehmen kann. Wir haben es deshalb 
für einfacher gehalten, das aufgezeichnete Gewicht um diesen Betrag 
an aufgenommenem Sauerstoff zu korrigieren. 


1) Der Natronkalk ist trocken. Seine Darstellung ist oft beschrieben 
worden (s. Benedict, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1924, 
Abt. IV, Teil 10, S. 449). Die den Natronkalk verlassende Luft ist trocken 
und die Ventilation des Systems ist derart, daß sicherlich kein Feuchtigkeits- 
niederschlag zwischen Mund und Kalkbehälter stattfindet. 
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Der Sauerstoff wird aus dem Zylinder durch Handkontrolle der 
Klappe eingeleitet, bis die Kappe leicht überspannt ist, d.h. bis ein 
leichter Druck entsteht (der 5mm Wasserdruck nicht übersteigt). 
Dann wird das Sauerstoffventil dicht geschlossen. Da der Sauerstoff 
aus dem System aufgebraucht wird und die Membran steigt wie fällt, 
läßt die Überspannung mehr und mehr nach, bis ein Moment erreicht . 
ist, wo der Knopf auf der Spitze der Kappe gerade nicht mehr den 
Zeiger berührt. Dieses ganze, für die Apparatur charakteristische 
Verfahren ist früher beschrieben worden!). Mittlerweile wird die 
Versuchsperson gewogen, was gewöhnlich mehrere Minuten dauert. 
Die Spanne Zeit zwischen dem Augenblick, da die Kappe den Zeiger 
gerade nicht mehr berührt, und dem Moment, da das endgültige Gleich- 
gewicht auf der Wage hergestellt wird, bildet die Grundlage für die 
Berechnung des Sauerstoffbetrages, der aus dem Zylinder in das ge- 
schlossene System treten müßte, damit die Kappe den Zeiger gerade 
in dem Augenblick berührt, wo das Gleichgewicht auf der Wage her- 
gestellt war. Der normale Sauerstoffverbrauch der Versuchsperson 
ist vorher ermittelt worden oder wird nachher bestimmt oder kann 
in den meisten Fällen einfach geschätzt werden. Der Sauerstoffverbrauch 
für diese Zeitspanne, in Bruchteilen eines Liters ausgedrückt, ergibt, 
mit 1,43 multipliziert, das Gewicht desjenigen Sauerstoffs, der dem 
Zylinder hätte entströmen müssen, um die Kappe genau im Moment 
des Gleichgewichts auf der Wage in die richtige Stellung zu bringen. 


Tabelle 1. 
Gewichtskorrektur durch Wiegen des verbrauchten Sauerstoffs während 
der Zeit der Einstellung der Wage. 
Versuchsperson: Frl. W., 35 Jahre alt, 60 kg, 161 cm. 29. September 1925. 
Liegend, bekleidet, nüchtern bei 21°C. Düurchschnittlicher Sauerstoff- 
verbrauch 180 ccm in der Minute. 


a Ze E c i d e f 
it ewicbt 
Zeitpunkt ari Korrigierte 
der Gewichts» O Sieden aan S ah Gewichte Hautverlust 
ablesung durch die Kappe Ruhebett (c + d) 


10h08'00” | 3'35" — 3,58 1.0 

10 2422 ¡61 =602 | 35 

10 3638 | 415 — 425 7,0 

10 5915 | 233 — 255 | 115 

11 0800 | 051 = 0,8 | 132 
60 


1) Benedict und Benedict, Skand. Arch. f. Physiol. 44, 87, 1923; Dieselben, 
Boston Med. and Surg. Journ. 188, 567, 1923; Benedict, Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1924, Abt. IV, Teil 10, S. 608. 
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Dies ist gleichbedeutend mit einer Additionskorrektur, weil der Zylinder 
sich auf derselben Seite der Wage wie die Versuchsperson befindet, 
und weil nach dem Entweichen des Sauerstoffs aus dem Zylinder 
dieser an Gewicht verloren haben würde und zum Ausgleich dieses 
Gewichtsverlustes ein entsprechendes Gewicht auf dem Brette über 
der Versuchsperson nötig gewesen wäre, da alle Gewichte auf dieser 
Seite der Wage aufgestellt sind. Eine derartige Korrektur wird bei 
sämtlichen Gewichten, die während eines Versuchs an der Wage ab- 
gelesen werden, angewendet. In Tabelle I ist ein Beispiel für die Be- 
rechnung gegeben. 


Methode zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs. 


Begreiflicherweise ist bei der vorausgegangenen Korrektur ein 
exakter Wert für den Sauerstoff wünschenswert, aber durchaus nicht 
notwendig, da gewöhnlich im Annäherungswert bis zu 10 oder sogar 
20% die Resultate nicht ernstlich beeinflußt wurden, besonders wenn 
eine Reihe aufeinander folgender Wägungen vorgenommen wird. 
Glücklicherweise kann man mit dieser Apparatur den Sauerstoff- 
verbrauch ohne große Schwierigkeiten messen. Man erhält direkt 
den Sauerstoffverbrauch, indem man den Sauerstoffzylinder vor und 
nach dem Versuch auf einer besonderen Wage wiegt. Gewöhnlich 
werden mit jeder Versuchsperson eine oder zwei solche Messungen 
gemacht, wobei man mit der Bestimmung des normalen Sauerstoff- 
verbrauchs einen doppelten Zweck verfolgt; erstens kann die oben 
erórterte Korrektur für die Messung des Hautverlustes angewandt 
werden, und zweitens kann der gesamte ‚insensible‘“ Verlust mit dem 
Stoffwechselumsatz, den man bei der Messung der Perspiratio insen- 
sibilis erhält, verglichen werden. 


Diskussion. 
Vergleich zwischen der gesamten Perspiratio insensibilis und dem Hautverlust. 


Mit der oben skizzierten Apparatur wurde die gesamte Perspiratio 
insensibilis und die Perspiratio insensibilis durch die Haut allein an 
einer Anzahl Individuen gemessen. Die Zahlen sind in Tabelle II 
vermerkt. Die ersten sechs Versuchspersonen waren wahrscheinlich 
gesund, die letzten vier waren zucker- oder schilddrüsenkrank. Der 
experimentelle Vorgang war gewöhnlich derart, daß die Versuchs- 
person etwa eine Stunde auf der Wage lag, während der der stündliche 
Verlust gemessen wurde. Während einer zweiten Zeitspanne, zwischen 
40 und 60 Minuten schwankend, fand die Atmung durch das Mundstück 
statt, so daß der Hautverlust allein gemessen wurde. Die Versuchs- 
personen trugen beständig ihre normale Kleidung und waren meist 
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Tabelle II. 


Gesamte Perspiratio insensibilis und unsichtbarer Verlust durch die Haut 
allein. Versuchsperson liegend, bekleidet. (Werte pro Stunden.) 


Körpers | Gesamt. 


Versuchsperson deot | Datum verlust Hautverlust | Hautverlust 
š 

x_—e—_— DEE 
Fr.W. ... | 60,0 17. 1194 | 26,2 12,2 47 
28. IX. 1925 21,1 10,4 49 
29. IX. 1925 24,6 11,5 47 
| 15. 1.1926 ' 2388 | 9,6 40 
21. IV. 1926 19,3 | 10,1 52 
Frl. G 68,1 22. III. 1926 25,9 15,4 59 
FL... 51,2 17. X.1925 | 189 | 98 49 
Herr R 73,3 1. X. 1925 261 129 49 
Herr B 78,9 6. X. 1925 42 i 154 45 
| 24. IV. 1926 40 170 50 
Herr C. .. 67,2 12. 1.196 24 | 146 50 
14. 1. 1926 310 ` 126 41 
26. 1.1926 , 354 | 173 | 49 
| 22. IV. 1926 30,9 139 4 
Frau M. | 614 . 14. X. 1925 27,3 19,2 | 70 
Frau R. .. 72,8 15. X. 1925 60,6 21,4 | 835 
Frl. C. — 16. X. 1925 23,3 12,0 | 52 
Herr Herr T. . ' 52,3 15. X.195 ı 182 | 8,1 | 45 
A A ` 3 | ma 188 4 


mit einer leichten Wolldecke zugedeckt. In einigen Fällen waren sie 
in nüchternem Zustande, in einigen hatten sie kurz vor der Messung 
eine leichte Mahlzeit eingenommen. Die Zimmertemperatur betrug 
bei allen Versuchen ungefähr 20°C, nur bei dem Versuch an Herrn C. 
(am 12. Januar 1926) 15°C. 


Obgleich die Beobachtungen schon am 17. Januar 1924 begannen, 
wurden die meisten Versuche erst im Herbst und Winter 1925/26 
gemacht. Der gesamte Stundenverlust schwankte zwischen dem 
Minimum'von 18,2 g bei dem Diabetiker Herrn T. bis zu dem Maximum 
von 60,6 g bei der hyperthyreosen Frau R. Die Werte bei den meisten 
anderen Versuchspersonen liegen zwischen 25 und 35g, überein- 
stimmend mit den allgemeinen Befunden bei Gesunden. Der stündliche 
Verlust durch die Haut zeigt beträchtliche Schwankungen, von 8,1g 
Minimum bis zu 21,4g Maximum (wieder bei demselben Diabetiker 
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und demselben Falle von Hyperthyreose). Bei den anderen Versuchs- 
personen beträgt der Hautverlust ungefähr die Hälfte, häufig etwas 
weniger als die Hälfte des Gesamtverlustes. Der durchschnittliche 
Hautverlust würde sich, wenn ein allgemeiner Durchschnittswert 
statthaft ist, auf 13,8 g pro Stunde oder 331 g pro Tag belaufen. Dieser 
Befund weicht so völlig von den Angaben anderer Laboratorien, wo 
der Wasserverlust durch die Haut gemessen wurde, ab, daß es schwer 
hält, die Unterschiede zu erklären. In den meisten Fällen, in denen 
der Wasserverlust durch die Haut allein bestimmt wurde, ist der 
Verlust durch den Kopf, besonders durch Gesicht, Wangen und Stirn 
nicht mit inbegriffen. Es wird jedoch gewöhnlich ein Hautverlust 
von annähernd 600 g pro Tag angegeben, oder ungefähr doppelt so 
viel, als der Durchschnitt in unseren Versuchsreihen beträgt. Technisch 
ist der Gebrauch einer Apparatur mit über der Haut stagnierender 
Luft anfechtbar, und nach unserer eigenen Erfahrung mit verschiedenen 
Arten von Haarhygrometern sind wir geneigt, diese Methode abzulehnen, 
da sie bestimmt zu hohe Werte ergibt. 

In den letzten Spalten in Tabelle 11 ist der Prozentsatz des Haut- 
verlustes zur gesamten Perspiratio insensibilis angegeben. Dieser 
prozentuale Verlust stellt nicht Wasser aus der Haut im Vergleich 
zur gesamten unsichtbaren Wasserabgabe dar, sondern nach unseren 
früheren Darlegungen ist es klar, daß der Verlust durch die Haut meist 
aus Wasser besteht und der Verlust durch die Lungen aus Wasser 
plus dem verhältnismäßig kleinen Unterschied zwischen eingefúbrtem 
Sauerstoff und ausgeatmetem Kohlendioxyd. Man kann daher im 
allgemeinen feststellen, daß dieser Prozentsatz durch Wasser dar- 
gestellt wird. Bei den in Tabelle II angeführten Versuchspersonen 
beträgt der prozentuale Verlust durch die Haut gewöhnlich ungefähr 
die Hälfte des Gesamtverlustes, der Durchschnittswert ist 49%. 


Einfluß von Kleidung und Luftbewegung auf Gesamtverlust und Hautrerlust. 


Der bekleidete Körper ist normalerweise von einer Schicht warmer, 
wahrscheinlich etwas feuchter Luft umgeben. Ist er unbekleidet, 
so könnte man meinen, daß als Folge der Entkleidung eine große Ver- 
änderung des unsichtbaren Verlustes, sowohl des gesamten als des 
Hautverlustes, stattfindet. Es wurde eine Reihe von Versuchen, haupt- 
sächlich an einem Künstlermodell, Frl. W., angestellt, wobei der ge- 
samte unsichtbare und der Hautverlust bestimmt wurden, und zwar 
am bekleideten Objekt in unbewegter Luft und am unbekleideten 
entweder in unbewegter oder in mittels eines elektrischen Gebläses 
bewegter Luft. Die Resultate sind in Tabelle III angegeben. Die 
Zeiträume betrugen fast stets 40 bis 60 Minuten; die Resultate wurden 
auf Grund des Stundenverlustes berechnet. 


298 F. G. Benedict u. C. G. Benedict: 


Tabelle III. 


Wirkung der Entkleidung und Luftbewegung auf die gesamte Perspiratio 
insensibilis und den unsichtbaren Verlust durch die Haut allein. Frl. W. 
(Werte pro Stunde.) 


Bekleidet, ohne Gebläse | Nackt, ohne Gebläse 


Nackt, mit Gebläse 


Gesamt» 
verlust 


Hautverlust 


26,2 12,2 = = = Se 
.IX. 21,1 10,4 19,3 = er = 
29. IX. 24,6 115 19,5 10,3 = e 
30. IX. 27,3 = 20,7 10,5 = = 
15. L 23,8 9,6 = = = = 
18. I a E 236 | 112 | = = 
20. I. == 19,9 8,2 e z 
25. I. = = 19,7 8,0 = = 
27. L z = 17,2 8,7 = = 
8. I. 29,9 = = 13,7 = = 
11.1. SE = = 11,9 SE 10,6 
12. I. == en = 11,3 ës 102 
18. IL = = = 14,3 ee 10,3 
19. T. 21,0 SÉ Ss 13.0 Ss 8,8 
20. IL. E = = 10,7 Sa 7,9 
25. I. = Ss = 8,8 = = 
26. IL = = = = 19,6 8,5 
1.0. = = = = 2 8,6 
3. II. 19,3 = = 15,4 e 12,5 
5. I. 20,3 = = 11,9 = 13,7 
10. II. ds Ss 20,4 90 | — SE 
94. IH. = = 20,4 76 | 191 = 
21. IV. 19,8 10,1 Sé Se A e — 
27. IV. 12,0 le es 106 | 271 15,1 
4. Y. | 196 A deS 188 | — 105 
5. V. ES = — 1194 79 
0. Y. sa Ii 2 = I 8,8 
| 201 | 110 | 217 | 102 


Gesamtverlust in unbewegter Luft. 


Der Gesamtverlust des bekleideten Körpers in unbewegter Luft 
beträgt im Durchschnitt 22,0 g, ein wenig mehr als der des nackten 
Körpers, d. h. 20,1 g. Wider Erwarten beträgt also der Gesamtverlust 
des nackten Körpers weniger als der des bekleideten. Es wäre un- 
praktisch, den Verlust vom Augenblick des Entkleidens an zu messen; 
denn die exakte Einstellung der Wage hätte einige Minuten erfordert, 
und somit wäre ein großer Anfangsverlust entstanden, der nicht 
registriert werden könnte. Wenige Augenblicke nach der Entkleidung 
der Versuchsperson ist der Gesamtverlust etwas geringer als bei der 
bekleideten Versuchsperson, bleibt aber lange Zeit konstant, wie Abb. 4 
zeigen wird. 


-= — ` ep pe 
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Gesamtverlust in bewegter Luft. 


In zahlreichen Versuchen wurde der nackte Körper in unbewegter 
Luft während mehrerer aufeinander folgender Zeitabschnitte von je 
ungefähr 15 Minuten gewogen, wonach der kräftige Luftstrom eines 
elektrischen Gebläses über den Körper geleitet wurde. Die Wägungen 
wurden in Zwischenräumen von 15 Minuten fortgesetzt, wobei der 
Ventilator sofort abgestellt wurde, um eine Schwankung im Gleich- 
gewicht der Wage zu vermeiden. Gelegentlich stand die Versuchs- 
person (Frl. W.) auf und machte 14 Minuten lang mäßig rasche körper- 
liche Übungen, hauptsächlich Armbewegungen. Typische Experimente 
dieser Art zeigt Abb. 4, aus welcher zu ersehen ist, daß der, Luftstrom 


N Zimmer. temperatur 


a 


Abb. 4. 


Wirkung von Körperübung und Luftbewegung auf die gesamte Perspiratio insensibilis einer 
unbekleideten Versuchsperson. 


Die Kurve vom 6. Februar beginnt anstatt bei Null bei 9g. die am 7. Februar bei 40g, da es 
notwendig war, die Gewichte auf dem Gestell über dem Ruhebett hinzuzufügen, um das Gleiche 
gewicht auf der Wage beim Beginn des Versuches herzustellen. Die Punkte auf der Kurve 
stellen die Abnahme des Körpergewichts dar, die der Perspiratio insensibilis während der Ver» 
suchsdauer zuzuschreiben ist. Die Pfeile zeigen den Moment an, wo körperliche Übungen eine 
setzten oder der Luftstrom mittels des Gebláses über den Körper zu streichen begann. 


über dem Körper ohne Einfluß auf den schrägen Verlauf der Kurven 
war, die den Gewichtsverlust in Zeitabschnitten anzeigt. Im Gegenteil 
wirkte sich die körperliche Betätigung durch Bewegen der Arme in 
einer entschiedenen Richtungsänderung der Kurve aus. Gemäß 
Tabelle III war der durchschnittliche Gesamtverlust 20,1g bei neun 
Versuchen am nackten Objekt und ohne Ventilator. Wenn der Ventilator 
über dem nackten Körper in Tätigkeit war, und zwar zu einer etwas 
späteren Jahreszeit, betrug der Gesamtverlust 21,7 g. 
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Mit anderen Worten: Die Wirkung des Ventilators auf den durch- 
schnittlichen Gesamtverlust dieser Versuchsperson in unbekleidetem 
Zustande war die, daß er dieselbe Höhe erreichte als in bekleidetem 
Zustande und in ruhender Luft, also kaum eine beachtenswerte Wirkung. 
besonders weil Versuche an verschiedenen Tagen und zu verschiedenen 
Zeiten des Jahres zum Vergleich dienen mußten. Auch an mehreren 
anderen bekleideten Versuchspersonen wurden Versuche zum Studium 
der Gebläsewirkung ausgeführt. In einigen Fällen stieg die Perspiratio 
- insensibilis leicht an und in anderen Fällen sank sie sofort bei Luft- 
bewegung. Im Durchschnitt jedoch änderte sie sich nicht, wenn das 
Gebläse in Tätigkeit war. 


Hautverlust durch Entfernung der Kleidung und Luftströmung. 


Aus Tabelle III ist ersichtlich, daß bei fünf Versuchen der Haut- 
verlust am bekleideten Objekt in unbewegter Luft im Durchschnitt 
10,8 g pro Stunde betrug. Bei einer größeren Reihe von 19 Versuchen 
am unbekleideten Objekt und in unbewegter Luft war der Durch- 
schnittshautverlust im wesentlichen der gleiche, nämlich 11,0g. Es 
kann also hieraus mit Recht gefolgert werden, daß die Entkleidung 
praktisch ohne Wirkung auf den Hautverlust ist, obgleich die Versuche 
gewöhnlich an verschiedenen Tagen gemacht wurden. Aus den Ver- 
suchen über die Wirkung bewegter Luft auf den Hautverlust ist er- 
sichtlich, daß ebenso wie beim Gesamtverlust, der Luftstrom aus dem 
Gebläse auch auf den Hautverlust des nackten Körpers keinen wesent- 
lichen Einfluß hat. An besonderen Tagen, wo der Verlust der un- 
bekleideten Haut sowohl mit als ohne Gebläse bestimmt wurde, ergaben 
zwei Fälle größere Gewichtsverluste mit dem Gebläse und sieben Fälle 
geringeren Verlust, aber der Durchschnittswert, 10,2 g für den Verlust 
der nackten Haut mit Gebläse, ist im wesentlichen derselbe wie ohne 
Gebläse. Der Ventilator kann deshalb als bedeutungslos angesehen 
werden. 


‚Allgemeine Schlußfolgerungen betreffs Gesamtverlust und Hautverlust. 


Die Zahlen bei den Versuchspersonen in den Tabellen II und III 
zeigen einen gesamten unsichtbaren Verlust von ungefähr 20 bis 40 g 
pro Stunde bei gesunden Personen an. Der Hautverlust beträgt ge- 
wöhnlich ungefähr 50%, des Gesamtverlustes, im Durchschnitt 11 bis 
13,8 g pro Stunde, zum großen Teil abhängig von der Größe des In- 
dividuums. Sowohl Gesamtverlust als Hautverlust werden, wenigstens 
bei der besonders eingehend beobachteten Versuchsperson (Frl. W.), 
praktisch weder durch Entfernung der Kleidung noch durch Luft- 
strömung aus einem kräftigen elektrischen Gebläse beeinflußt. Da 
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der Hautverlust ausschließlich als Wasserverlust angesehen werden 
kann, ergibt seine Bestimmung nach dem oben skizzierten Verfahren 
eine genaue Messung des von der Haut verdampften Wasserdampfes, 
sowohl bei normaler Bekleidung als unbekleidet, beidemal wiederum 
mit und ohne Luftstrom des elektrischen Gebläses. Ein auffallendes 
Charakteristikum für dieses Stadium unserer Untersuchung ist der 
Umstand, daß unsere für diesen Hautverlust gewonnenen Werte 
niedriger als die in anderen Laboratorien beobachteten sind, obwohl 
bei unseren Messungen sogar der Verlust von Gesicht und Stirn mit 
eingeschlossen war, der gewöhnlich bei anderen Versuchen unter An- 
wendung der Kammermethode nicht mit einbegriffen war. 


Methode zur Bestimmung des Verlustes durch die Lungen. 


Die Abgabe von Kohlendioxyd wird gewöhnlich nicht mit dem 
geschlossenen System des Atemapparats gemessen; ihre Messung ist 
aber notwendig bei der Bestimmung des Grundumsatzes mittels Spiro- 
meter und technischer Gasanalyse. Im allgemeinen können Sauerstoff- 
verbrauch und Kohlendioxydproduktion eines Individuums leicht und 
schnell gemessen werden. Der durch die Lungen abgegebene Wasser- 
dampf wird jedoch gewöhnlich nicht beachtet. Der Rubnersche Helm!) 
hedeutet einen bestimmten Fortschritt in dieser Frage, aber, wie er 
selbst zeigte, schließt diese Messungsmethode den Wasserverlust durch 
Gesicht und Stirn zusammen mit dem durch die Lungen ein. Der 
Schluß ist so wenig sicher, daß in Verbindung mit unseren Messungen 
der gesamten Perspiratio insensibilis und des Hautverlustes eine Reihe 
von Versuchen zu einer möglichst vollständigen Analyse aller Ursachen 
der gesamten Perspiratio insensibilis ausgeführt wurde. Obwohl fest- 
gestellt wurde, daß die eine Hälfte des Gesamtverlustes aus der Haut 
stammt und die andere Hälfte aus den Lungen, erschien bei diesen 
Versuchen die Berücksichtigung des Lungenverlustes wünschenswert. 


Bei der Bestimmung der einzelnen Faktoren des respiratorischen 
Gasaustausches durch die Lungen, nämlich der Kohlendioxydabgabe, 
der Sauerstoffeinnahme und des ausgeatmeten Wasserdampfes, sind 
gewisse technische Änderungen für die Messung des Hautverlustes 
allein wesentlich. So ist es für die Messung des Hautverlustes nur 
nötig, sowohl Wasserdampf als Kohlendioxyd aus den Lungen in einem 
gemeinsamen Behälter mit Natronkalk aufzufangen; um aber Wasser- 
dampf und Kohlendioxyd aus den Lungen quantitativ zu bestimmen, 
ist die gesonderte Absorption eines jeden Gases erforderlich. Die Pro- 
dukte der Atmung werden deshalb beim Austritt aus den Lungen 


*) Rubner, Arch. f. Hygiene 88, 151, 1898. 


302 F. G. Benedict u. C. G. Benedict: 


mittels eines Rotationsgebláses fortgeleitet, und zwar erstens durch 
eine Flasche mit Schwefelsáure, um den gesamten Wasserdampf, 
zweitens durch eine Flasche mit Natronkalk, um die Kohlensáure zu 
absorbieren, und drittens durch eine zweite Flasche mit Schwefelsáure, 
um das von dem etwas feuchten Natronkalk abgegebene Wasser zu 
binden. Die Gewichtszunahme der ersten Flasche stellt den aus- 
geatmeten Wasserdampf und die Gewichtszunahme der beiden nächsten 
Flaschen das ausgeatmete Kohlendioxyd dar. Durch Wiegen des 
Sauerstoffzylinders vor und nach dem Versuch erhält man den Sauer- 
stoffverbrauch. Da die Versuchszeiten gewöhnlich 40 bis 60 Minuten 
betragen, sind die Gewichte groß genug, um bemerkenswerte Fehler 
auszuschalten, obgleich gewöhnlich eine auf !/,og empfindliche Wage 
angewendet wird. Da bei dieser Anordnung die Schwefelsäure zur 
Absorption des Wassers dient, ist es selbstverständlich unpraktisch, 
die Reagentien über der Versuchsperson aufzuhängen; der ganze 
Absorptionsapparat (einschließlich des Motors) wird daher auf einem 
unter dem Ruhebett schwingenden Brette aufgestellt. Außerdem ist 


Abb. 5. 
Einzelbeiten der Apparatur zur Trennung der Atemprodukte. 


Die durch den Mund ausgeatmete Luft wird mittels eines Rotationsgebläses, das auf einem Brett 
unter dem Ruhebett aufgehängt ist. durch eine Glasflasche mit Schwefelsäure dann durch 
Natronkalk und dann durch eine zweite Flasche mit Schwefelsäure geleitet. Danach wird sie 
durch das Gebläse in eine mit einer Badekappe bedeckte kleine Expansionskammer getrieben und 
von dort zu dem T«Rohr, das mit dem Mund in Verbindung steht. Ein kleiner Sauerstoff» 
zylinder ist an einer der Kettenstützen am Kopfende des Bettes befestigt und direkt mit der 
Expansionskammer verbunden. Die ganze Apparatur hängt mitsamt der Versuchsperson an dem 
Wayebalken frei über dem Fußboden. 
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eine Expansionskammer nötig; als solche dient ein kleiner leerer, 
metallener Behälter, der mit einer Badekappe bedeckt, an einem 
Metallstab befestigt ist, der mittels Klammern an dem Bette an- 
gebracht ist. Die ganze Apparatur ist in Abb. 5 dargestellt. 


Die Versuchsperson atmet durch diese Apparatur; der Zeitpunkt, 
wo der Knopf auf der Kappe über der Expansionskammer gerade den 
metallenen Zeiger berührt, wird notiert, ebenso die Zeit, die erforderlich 
ist, um das ganze System auf der großen Wage ins Gleichgewicht zu 
bringen; der Versuch kann ohne Unterbrechung fortgeführt werden, 
wobei man langsam Sauerstoff in das System einströmen läßt, je nachdem 
die Versuchsperson ihn benötigt. Am Schluß des Versuchs erhält man 
dann folgende Daten: 


l. Den Gewichtsverlust des ganzen an der Wage aufgehängten 
Systems (Versuchsperson plus Atemapparat plus Absorptions- 
system), der dem Hautverlust gleichkommt. 


2. Die Gewichtszunahme der ersten Schwefelsäureflasche, welche 
dem durch die Lungen abgegebenen Wasser entspricht. 


3. Die Gewichtszunahme der Natronkalkflasche und der zweiten 
Schwefelsäureflasche, welche das ausgeatmete Kohlendioxyd 
anzeigt. 


4. Den Gewichtsverlust des Sauerstoffzylinders, welcher direkt 
den Sauerstoffverbrauch ergibt. 


Wenn man unmittelbar vor oder nach diesem Versuch den ge- 
samten unsichtbaren Verlust durch Wägung der Versuchsperson auf 
der Wage ohne Verbindung mit der Atmungsapparatur feststellt, hat 
man alle Zahlen zur Hand, um die gesamte Perspiratio insensibilis, die 
Verteilung des Verlustes zwischen Haut und Lungen und die quantitative 
Bestimmung der einzelnen Faktoren des Gasstoffwechsels zu errechnen. 
Mit dieser Ausrüstung ist es außerdem noch möglich, die Wirkung 
verschiedener dazu kommender Faktoren zu studieren, wie Bekleidung, 
Luftströmung mit oder ohne Kleidung und Änderungen in der Tem- 
peratur der Umgebung. 


Vergleich des Hautverlustes mit den Produkten der Atmung. 


Um den Hautverlust mit den Produkten der Atmung zu ver- 
gleichen, haben wir an vier Versuchspersonen eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt. An dem berufsmäßigen Künstlermodell wurden 
ausgedehnte Versuche gemacht, ohne Kleidung sowohl in unbewegter 
als in bewegter Luft, mit Kleidung in unbewegter Luft. Als Ergänzung 
nahmen wir sicherheitshalber Messungen an drei anderen gesunden 
Personen vor, mit Kleidung und bei unbewegter Luft. Die Resultate 
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Tabelle IV. 


Vergleich zwischen Hautverlust und Produkten der Atmung. (Stundenwerte.) 


a b | e | d | e | £ | æ 
| | Produkte der Atmung | Gesamtver» 
` Just durch 
Name und Datum Gebläse ¡Hautverlust bee Sc Sauerstoff ` en 
1926 | g | g g g g 
Frl. W., 60,0 kg, | 
nackt | | 
8. 11. ohne 137 | 8,33 1959 : 1682 1110 
11. IL e 118 | 704 20,58 ' 16,77 10,85 
OU | mit 10,6 7.56 20.90 | 17,71 10.75 
12. 11. ohne 113 | 6,67 20,31 16,78 ¡| 10,20 
12. I. mit 10,2 7,47 21,51 19,23 9,75 
18. 1. ' ohne 14,3 1 755 17,62 | 14,49 10,68 
18. 1. mit 10,3 7,90 18.69 16,06 | 10,583 
19. TI. ohne 130 | 7,06 17,49 | 14,77 9,78 
20. II. Po 10,7 730 1964 | 16,84 10,10 
20. I. mit 79 746 20,71 1856 || 9,61 
25. II. ohne 8,8 6,41 20,61 1763 | 9,39 
26. TI. mit SA 7,29 22,55 | 19,82 : 10,02 
1.11. E 8,6 7,27 21,76 | 19,17 9,86 
3.11. ohne 154 | 734 | 1755 | 15,19 9,70 
3. III. mit 125 | 7,88 19,05 | 16,98 | 9.45 
5. MI. ohne | 119 . 784 18,63 16,28 ı 10,19 
5. TI. mit 13,7 7,56 1968 | 1688 ` 10,36 
10. IHI. ohne 89 | 7,05 18,08 | 16,77 8,36 
24. III. ` 76 | 813 ' 17,08 | 1536 | 9,8 
4. V. e 138 8,65 1764 | 1510 ` 10,59 
4. V. mit 105 ¡ 7,73 18.15 | 1606 ` 9582 
5. V. A 79 > 829 17,59 | 1571 1, 10,17 
10. V. 8,8 8,37 | 1729 | 16,36 9,30 
Durchschnitt: 109 , 7,52 10.09 
Frl. W., 60,0 kg, | 
bekleidet ohne | 
26. 1. a 8,00 17,14 | 15,32 9,82 
1. OI ; = 7,54 18,55 | 15,98 10,11 
8. V. a = 8,56 17,21 1453 ; 11,4 
Frl. G., 68,1 kg, | | 
bekleidet g 154, 8,8 21,59 | 17,88 12,51 
Herr B., 78,9 kg, 
bekleidet | `, 16,2*) | 12,05 26,66 | 20,24 | 18,47 
llerr C., 67,2 kg, | | ! 
bekleidet ` 14,6*) 981 2188 | 1758 . 1411 


*) Durchschnittswert in Tabelle Il angegeben. 
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dieser Versuche sind in Tabelle IV verzeichnet!). Ohne weitere Er- 
örterung des Hautverlustes bei Versuchen mit und ohne Gebläse (bereits 
in Tabelle III dargestellt) und ohne Berücksichtigung des Sauerstoff- 
verbrauchs oder der Kohlendioxyderzeugung als Maß für den Gas- 
umsatz oder die Berechnung respiratorischer Quotienten, wollen wir 
gleich zu dem wichtigsten Abschnitt dieser Arbeit übergehen, nämlich 
der Betrachtung des durch die Lungen verdampften und abgegebenen 
Wassers und dem Vergleich durch Wägung zwischen Einnahme und 
Ausgabe der Lunge einerseits und des Hautverlustes andererseits. 


Verdampfung durch die Lungen. 


Auf die stündliche Wasserverdampfung durch die Lungen wird 
selbstverständlich besonderer Nachdruck gelegt. Bei den Versuchen 
an dem unbekleideten Frl. W. bleibt die Wasserabgabe aus den Lungen 
eigentümlich konstant, 6,4 g minimal, 8,37 g maximal, im Durchschnitt 
152g. Ist dieselbe Versuchsperson bekleidet, so beträgt nach den 
drei in Tabelle IV verzeichneten Versuchen der Wasserdampf im Durch- 
schnitt ungefähr 8 g, und der höchste Wert 8,56 g ist in der Tat höher 
als jemals beim unbekleideten Objekt. Diese Daten berechtigen jedoch 
nicht zu der Schlußfolgerung, daß die Kleidung die Wasserdampfabgabe 
durch die Lungen bei diesem Objekt bedeutend beeinflußt hat. Bei 
einer zweiten weiblichen Versuchsperson, Frl. G., zeigten die Resultate 
eines einzigen Versuchs einen Stundenwert von 8,8g für das durch 
die Lungen verdampfte Wasser. Bei einem großen Manne, Herrn B., 
betrug der Durchschnittswert aus zwei Zeitabschnitten 12,05g, und 
bei einem anderen, Herrn C., der Durchschnitt aus sechs Zeitabschnitten, 
9,81 g. Diese Werte verhalten sich ungefähr proportional dem Körper- 
gewicht, indem die schwerere Versuchsperson die größere Menge Wasser- 
dampf durch die Lungen abgibt. 


Vergleich zwischen Hautverlust und Wasserverdampfung durch die Lungen. 


Der Durchschnittshautverlust bei Frl. W. beträgt bei den Ver- 
suchen ohne Kleidung pro Stunde 10,9 e und der Durchschnittswasser- 


—_ 


1) Bei den Versuchen an dem unbekleideten Fräulein W. bieten die 
in Tabelle IV angeführten Zahlen zum Studium des Hautverlustes mit und 
ohne Gebläse einen besseren Vergleich als diejenigen der Tabelle III. In 
allen Fällen, einen einzigen ausgenommen (5. Mai), bei denen ein derartiger 
Vergleich gezogen werden kann, besteht die Wirkung des über den Körper 
streichenden Luftstroms darin, eine Abnahme des Hautverlustes hervor- 
zurufen, ein Ergebnis, das nur wenig von den mehr allgemeinen Vergleichen 
bei der Besprechung der Tabelle III abweicht. Wenn der Ventilator in 
Tätigkeit ist, besteht ein kleiner, wenn auch wahrscheinlich unbedeutender 
Ausgleich in einem vermehrten Wasserdampfverlust aus den Lungen. Dieser 
wird zweifellos durch die etwas erhöhte Atmung hervorgerufen, die not- 
wendigerweise aus dem ein wenig gesteigerten Stoffwechsel resultiert. 
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verlust durch die Lungen 7,52 g. Da der Hautverlust hauptsächlich 
als aus Wasser bestehend betrachtet werden kann, muß die Haut als 
Quelle der Abgabe von Wasser allein, wenigstens unter den genannten 
experimentellen Bedingungen, 59% des gesamten Wassers abgeben, 
während 41 % den Körper durch die Lungen verlassen. Bei den wenigen 
in Tabelle III angeführten Versuchen an Frl. W. betrug der Durch- 
schnittshautverlust mit Kleidung 10,8 g, also im wesentlichen eben- 
soviel wie in der eben beschriebenen Versuchsreihe. 


Gesamter Stoffveriust durch die Lungen. 


Kohlendioxydabgabe und Sauerstoffeinnahme sollten bei diesem 
Vergleich nur insoweit betrachtet werden, als das Gleichgewicht 
zwischen beiden von Interesse ist. Will man das Gewicht des gesamten 
Stoffverlustes aus den Lungen bestimmen, so addiere man die Gewichte 
des Wassers und das des ausgeatmeten Kohlendioxyds und ziehe davon 
das Gewicht des verbrauchten Sauerstoffs ab. Eine Korrektur für 
das in die Lungen eintretende Wasser ist nicht nötig, da bei der an- 
gewendeten Technik die Versuchsperson trockene Luft einatmet. Diese 
Berechnung ist in Spalte g der Tabelle IV aufgestellt. Die so erhaltenen 
Werte sind wieder eigentümlicherweise konstant, schwanken bei der 
Versuchsreihe mit Frl. W. nur zwischen 8,36 bis 11,24g. Die Durch- 
schnittswerte für die unbekleidete Versuchsperson betragen 10,02 g, 
bei den anderen drei Personen 12,51, 18,47 und 14,11 g. 


Hautverlust, verglichen mit dem Gesamtstoffveriust aus den Lungen. 


Der Durchschnittshautverlust von Frl. W. in den Versuchsreihen 
am unbekleideten Objekt (Tabelle IV) beträgt beim Vergleich mit 
dem durchschnittlichen Gesamtstoffverlust aus den Lungen bis zu 
52 %, der gesamten Perspiratio insensibilis, wie bereits vermutet. Bei 
Frl. G. beträgt der Hautverlust im Vergleich zum Gesamtstoffverlust 
aus den Lungen 55 %, der gesamten Perspiratio insensibilis. Bei Herrn B. 
und Herrn C. wurde der Hautverlust in den in Tabelle IV angegebenen 
Versuchen nicht bestimmt. Aber bei den in Tabelle II angegebenen 
Versuchen beträgt der Durchschnittshautverlust von Herrn B. 16,2g 
und bei den vier Versuchen an Herrn C., ebenfalls in Tabelle II an- 
geführt, 14,6g. Diese Werte ergeben einen Hautverlust von 47 bzw. 
519% des Gesamtverlustes. Die Durchschnittswerte von 55 und 51 %, 
bei Frl. @. und Herrn C. sind etwas höher als der Durchschnittswert 
von 49% an zehn Versuchspersonen (s. Tabelle II). Andererseits ist. 
der Durchschnittswert von 47 %, bei Herrn B. fast genau derselbe wie 
der Durchschnittswert von Tabelle II. Nach dieser selbständigen 
Methode der Bestimmung des Gesamtverlustes aus dem ganzen Körper, 
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d.h. durch Addition von Haut- und Gesamtverlust aus den Lungen 
(berechnet aus der Summe von ausgeatmetem Kohlendioxyd und 
Wasserdampf "minus verbrauchtem Sauerstoff), ist das Verhältnis 
von Hautverlust zu Gesamtverlust im wesentlichen dasselbe, wie nach 
der Methode, bei welcher der gesamte Gewichtsverlust des Körpers 
und dann der Hautverlust gemessen wird, wenn der Hautverlust dem 
Gesamtverlust zugeteilt wird. Der Unterschied in diesen Ziffern bewegt 
sich in derartigen Grenzen, daß man im allgemeinen unter diesen 
experimentellen Bedingungen für den Hautverlust die Hälfte des 
Gesamtkörperverlustes ansetzen kann. 


Verhältnis zwischen Lungenatmung und aus den Lungen ausgeatmetem 
Wasserdampf. 


Einer der wichtigsten Faktoren bei der Bestimmung der Wasser- 
menge, die aus den Lungen kommt, wäre, wenigstens in der Theorie, 
das Volumen der in die Lungen einströmenden Luft. Als weitere 
Faktoren kommen hinzu, das Wasser in der einströmenden Luft, die 
Temperatur der ausgeatmeten Luft und deren Sättigungsgrad. Für 
eine genaue Untersuchung dieser Verhältnisse muß erstens das wirkliche 
Luftrolumen, das durch den Mund einströmt, und zweitens die Durch- 
schnittstemperatur der ausgeatmeten Luft bekannt sein. Beim Gebrauch 
desin Abb. 5 abgebildeten Apparats wird die Luft vor dem Einströmen 
in den Mund über Schwefelsäure getrocknet; ihre Feuchtigkeit kann 
deshalb hier gleich Null angesehen werden. Ohne Frage findet bei 
jeder Ausatmung ein Feuchtigkeitsniederschlag auf dem kurzen Wege 
vom Mundstück zum T-Rohr statt. Man kann tatsächlich diesen leichten 
Niederschlag am Glase des T-Rohres sehen; deshalb ist es äußerst 
wünschenswert, daß das Rohr aus Glas besteht. Bei jeder Einatmung 
hellt sich dieser leichte Niederschlag sofort auf. Dieses Phänomen ist 
tatsächlich ein sehr guter Indikator für wirksame Luftströmung und 
normale Atmung; es zeigt an, daß genügende Durchlüftung stattfindet. 


Die Messung des Gesamtvolumens der in den Mund einströmenden 
Luft mit dem Apparat in Abb. 5 ist unpraktisch, denn die Badekappe 
hat eine unregelmäßige Oberfläche, deren Heben und Senken graphisch 
nicht exakt aufgezeichnet werden kann. Es wurden daher eine Anzahl 
Ergänzungsversuche gemacht, bei denen die Badekappe durch ein 
empfindliches Spirometer, wie es bei den zahlreichen Atemapparaturen 
des Nutrition Laboratory!) in Gebrauch ist, ersetzt wurde. Es ist 
natürlich möglich, dieses Spirometer auf dem Ruhebett und auf der 
Wage aufzuhängen, aber das ist durchaus nicht praktisch. Man stellt 


1) Benedict, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1924, Abt. IV 
Teil 10, S. 455, 494, 582 und 598. 
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Vergleich zwischen Durchlüftung (nicht reduziert) 
und ausgeatmetem Wasserdampf. (20-Minuten-Werte.) 
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Tabelle V (Fortsetzung). 


Versuchs. i 


person. | | Sichtbare Ausgestmeter 
Datum und Bedingungen Durchliiftung Wasserdampf 
Perioden l | 
1926 | EN Liter i g 
Herr C. | 
LCE 7 ES 2.52" Bekleidet | 
A n | 
3 . D | ” | 
4 3 sc 2 n 
EEE e 
6. KE n 
Herr B. i | 
IV. 0.5 65 Bekleidet | 126,6 4,10 
a di ti 5 | 119,6 3,94 
3 ` ` ` ` Bekleidet, Muskelúbung || 297,0 7,86 


es daher auf einen Tisch neben die Versuchsperson. Das Spirometer wird 
durch ein zum Munde führendes T-Rohr mit dem Kreislaufsystem ver- 
bunden, d. h. dort, wo trockene Luft das T-Rohr passiert. Um Wasser- 
austritt aus dem ringfórmigen Raume und der Glocke des Spirometers 
in den Atemkreislauf hinein zu verhindern, wird ein Calciumchloridrohr 
mit einem Durchmesser von 3cm zwischen Spirometer und Kreislauf 
eingeschaltet. Bei jeder Ausatmung strómt eine gewisse Menge trockener 
Luft über das Calciumchlorid in das Spirometer, und bei jeder Ein- 
atmung strómt feuchte Luft aus dem Spirometer aus, wird durch das 
Calciumchlorid getrocknet und tritt trocken in den Atemkreislauf ein. 
Es tritt also kein Wasserdampf hinzu, und die Bewegungen der Spiro- 
meterglocke können durch das Heben und Senken auf einem Kymo- 
graphen aufgezeichnet und gemessen werden. Die Temperatur der 
Glocke wird aufgezeichnet, ebenso der Barometerstand; die Luft in 
der Glocke kann als gesättigt angenommen werden. 

Mit dieser Anordnung der Apparatur wurden sichtbare Atmung 
und Wasserdampfatmung (durch Wägung der Schwefelsäureflasche) in 
einer Reihe von Versuchen an drei Versuchspersonen gemessen; die 
Resultate zeigt Tabelle V. Die Versuchszeiten betrugen nur 20 Minuten, 
und nicht 40 bis 60 Minuten, wie bei den anderen Versuchsreihen, da 
man in 20 Minuten genügend Wasser für genaue Wägungen sammeln 
konnte. Die Temperatur der Luft, die in den Mund einströmte, betrug 
gewöhnlich 17 bis 20°C (Zimmertemperatur). Selbstverständlich 
wurden in Verbindung mit der Temperaturmessung der ausgeatmeten 
Luft für die folgende Betrachtung und für die weitere Ausarbeitung 
der Beziehung zwischen respiratorischem Volumen, Temperatur der 
ausgeatmeten Luft und deren Sättigungsgrad alle notwendigen Zahlen 
aufgezeichnet, aber hier nicht wiedergegeben. 
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Nach Tabelle V ist es klar, daß im allgemeinen der ausgeatmete 
Wasserdampf der Atmung annähernd proportional ist. Da letztere 
bei den.neuesten Versuchen ziemlich gleich blieb, besteht auch bei der 
Menge des Wasserdampfes keine große Veránderlichkeit. Bei den 
Versuchen ah Frl. W. fällt die niedrigste Atmung, 73,6 Liter, mit der 
niedrigsten Wasserdampfabgabe, 2,31 g, zusammen. An einem Tage 
stieg bei mäßiger körperlicher Tätigkeit, einigen leichten Beinübungen, 
die Atmung auf 129 Liter und zur selben Zeit wurde auch die Höchst- 
menge von Wasserdampf, nämlich 3,91 g produziert. Bei Herrn C. 
erhielten wir eine ziemlich gleichmäßige Wasserdampfausatmung, bei 
einer selbstverständlich viel höheren Lungenatmung. Aus der Atmung 
und der Wasserabgabe bei Herrn C. ist es auch klar ersichtlich, daß 
im allgemeinen eine enge Beziehung zwischen diesen beiden Faktoren 
besteht. Ferner ist es auffallend, daß Frl. W. bei Körperübung eine 
Atmung von 129 Litern und eine Wasserabgabe von 3,91 g hatte, also 
Werte, die in bemerkenswerter Weise mit den Werten in den ersten 
zwei Perioden bei Herrn B. übereinstimmen, nämlich durchschnittlich 
123 Liter bzw. 4,04g. Die Wirkung von Muskeltätigkeit auf Atem- 
volumen und ausgeatmeten Wasserdampf zeigt sich in der dritten 
Periode an Herrn B., wo das Atemvolumen auf 297 Liter und der 
Wasserdampf auf 7,86 g anstiegen. 

Alle Versuche an Herrn B. und Herrn Ç. wurden in bekleidetem 
Zustande ausgeführt. Bei Frl. W. fanden über die Hälfte der Versuche, 
gewöhnlich die ersten einer jeden Reihe, dann statt, wenn sie un- 
bekleidet, aber mit Decken gut zugedeckt war; bei den letzten Ver- 
suchen einer jeden Reihe wurden dann die Decken entfernt. Eine 
Erörterung darüber, welche Wirkung das Entfernen der Decken auf 
Stoffwechsel, Wasserabgabe und Lungenatmung hatten, liegt außerhalb 
des Zweckes dieser Arbeit. Im allgemeinen kann man sagen, daß, je 
größer die Lungenatmung, desto stärker auch die Wasserabgabe ist, 
wie es bei Frl. W. und Herrn B. bei Körperübungen auffiel, und man 
kann annehmen, daß die Beziehung zwischen Wasserabgabe durch 
die Lungen und Gesamtatmung eine sehr enge ist. Für ein exaktes 
Studium einer solchen Beziehung ist selbstverständlich die Kenntnis 
der reduzierten Atmung, der Durchschnittstemperatur der ausgeatmeten 
Luft nötig und ohne Zweifel auch der Größe des toten Raumes. Dieser 
Abschnitt der Untersuchung wird eben jetzt bearbeitet. 


Verhältnis zwischen dem durch die Lungen abgegebenen Wasser und dem 
Wasser der gesamten Perspiratio insensibilis. 

Bei der langen Versuchsreihe bei Frl. W., im unbekleideten Zu- 

stande, betrug nach Tabelle IV die stündliche Wasserdampfabgabe 

7,52g und der durchschnittliche Gesamtstoffverlust aus den Lungen 
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10,02 g. Es sind also 75% des letzteren (d.h. der Summe aus den 
Gewichten des ausgeatmeten Wasserdampfes und Kohlendioxyds 
weniger dem Gewicht des verbrauchten Sauerstoffs) dem Wasser 
zuzuschreiben. Bei den drei Versuchen an diesem Objekt im bekleideten 
Zustande beträgt das Wasser im Durchschnitt 77%, des gesamten 
Lungenverlustes. Bei Herrn C. beträgt das durch die Lungen ab- 
gegebene Wasser 70%, des Gesamtverlustes, bei Frl. G. 70% und bei 
Herrn B. 65%,. Es erscheint daher die Feststellung berechtigt, daß 
in körperlicher Ruhe ungefähr 75%, des gesamten Verlustes durch die 
Lungen auf Wasser entfallen. Im allgemeinen haben wir gefunden, 
daß der Hautverlust bei unseren Versuchspersonen ungefähr 50%, der 
gesamten Perspiratio insensibilis betrug und in der Hauptsache als 
Wasser angesehen werden kann. Die übrigen 50 %, können dem Verlust 
durch die Lungen zugeschrieben werden. Wenn 75%, des Lungen- 
verlustes auf das Wasser entfallen, ist es einleuchtend, daß 87,5% 
der gesamten Perspiratio insensibilis des Körpers als Wasser aus Haut 
und Lungen betrachtet werden können. 

In modernen Kliniken schenkt man der Wasserbilanz oder dem 
Wasserverlust durch den Körper große Aufmerksamkeit, gänzlich 
ohne Rücksicht auf deren Beziehung zum Stoffwechsel einerseits oder 
zum Wärmeverlust andererseits. Die Verluste in Form von sichtbarem 
Wasser, wie im Stuhl und Urin, sind verhältnismäßig leicht zu bestimmen. 
Die Bestimmung des Wasserverlustes durch Haut und Lungen ist viel 
komplizierter, da bis jetzt eine besondere Atmungskammer erforderlich 
gewesen ist. Aus unseren Resultaten geht klar hervor, daß bei sorg- 
fältiger Messung der Perspiratio insensibilis, wie sie hier vorgenommen 
wurde, 87,5%, der Perspiratio insensibilis mit Sicherheit dem Wasser 
zuzuschreiben sind. 

Wir sind uns klar, daß die Ergebnisse für die gesamte Perspiratio 
insensibilis und den Hautverlust allein erweitert werden müßten, 
obwohl die Bestimmungen an zehn Personen vorgenommen wurden, 
und daß Versuche zum Vergleich des Hautverlustes und der Produkte 
der Atmung sicherlich weiter ausgearbeitet werden müßten, wenn sie 
auch an einer Person ausgiebig studiert wurden. Ebenso wissen wir, 
daß unsere Ergebnisse sich zum größten Teile auf Personen in gutem 
Gesundheitszustande beziehen, d.h. auf normale Individuen, und 
daß sich das Bild bei genauer beobachteten pathologischen Fällen 
wesentlich ändern würde. Die nötige Ausdauer, ein Mundstück 40 bis 
60 Minuten lang im Munde zu halten, könnte wohl ausgedehnte 
Experimente an lebhaften Patienten unmöglich machen. Wir zweifeln 
ernstlich, ob statt dessen ganze oder halbe Gesichtsmasken angewendet 
werden können; denn dadurch entstehen sofort die Fehler, die wir 
bei vielen anderen Untersuchern vermuten, bei denen der Verlust 
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aus der stark durchbluteten Haut des Gesichts und der Stirn (mit 
deren zweifellos hohen Temperaturen und folglich beträchtlichem 
Wasserverlust) zu Unrecht den Lungen, statt vielmehr der Haut allein 
zugeschrieben wurde. Die Möglichkeit, Nasenstücke anzuwenden, ist 
noch nicht erschöpft. 

Wir halten es nicht für richtig, die Versuchsperson in einer Atem- 
kammer, mit dem Kopf außerhalb derselben, einzuschließen, und wir 
möchten wiederholt besonders vor dem Gebrauch selbst des besten 
Haarhygrometers warnen. Das feuchte und trockene Kugelpsychro- 
meter ziehen wir weitaus vor, jedoch ist die mühsame, zeitraubende 
Wägung des Wassergehalts in U-Röhren mit Schwefelsäure noch 
besser. Wir halten es kaum für wahrscheinlich, daß weitere Experimente 
eine große Veränderung in den Werten für das Verhältnis zwischen 
Hautverlust und Gesamtverlust und das Verhältnis des Atmungswassers 
zu den gesamten Produkten der Atmung bei Gesunden ergeben werden. 
und ebensowenig erscheint es nach den Resultaten in unseren Tabellen 
wahrscheinlich, daß definitive Beziehungen zwischen Sauerstoff- 
verbrauch, Kohlendioxyderzeugung und Wasserdampfabgabe fest- 
gestellt werden können. Der Einfluß des toten Raumes und der (tat- 
sächlichen) Atmung, zusammen mit der Frage nach der Temperatur 
der ausgeatmeten Luft, werden augenblicklich weiterhin erforscht. 
Gewisse vorläufige Befunde in dieser Hinsicht wurden von einem von 
uns in Vorlesungen an zahlreichen europäischen Universitäten im 
Herbst 1926 mitgeteilt!). 


1) Benedict, Bull. Soc. Sci. d’Hygiene Alim. 1927. 


Über den Einfluß verschiedener Kohlenhydrat-phosphorsäure- 
ester auf die Angärung des Traubenzuckers. 


Von 
Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 26. Februar 1927.) 


Kinetische Untersuchungen über den Ablauf der zellfreien alkoholi- 
schen Zuckerspaltung haben gelehrt, daß vor dem Eintritt des eigent- 
lichen Zerfalls in Weingeist und Kohlendioxyd eine mehr oder minder 
lange Ruhepause liegt, die schon von E. Buchner!) erwähnt, von 
A.Harden und W.J. Young?) beschrieben und im Anschluß an das 
Bunsen- Roscoesche Phänomen von A o Lebedew?) als Induktions- 
periode bezeichnet worden ist. Erst nach deren Überwindung vergärt 
der Zucker mit einer innerhalb kürzerer Intervalle angenähert vergleich- 
baren Geschwindigkeit. O. Meyerhof*) hat nun gezeigt, daß jenes In- 
duktions-Intervall ganz wesentlich verkleinert werden kann, wenn 
man Spuren von hexose-di-phosphorsaurem Salz zu den Gäransätzen 
hinzufügt. Es liegt also die Vermutung nahe, daß die Induktionsperiode 
darin begründet ist, daß erst Hexose-di-phosphorsäure in dem Ferment- 
Substrat-System synthetisiert werden muß. Freilich haben 4. Harden 
und F. R. Henley°) diese Rolle zugefügten Zymo-di-phosphuts nicht 
regelmäßig festzustellen vermocht, und P. Boysen Jensen®) hat im 
Anschluß an C. Neubergs Untersuchungen über die große Zahl chemisch 
definierter Katalysatoren der alkoholischen Gärung dargetan, daß 
der typische Hexose-di-phosphorsäure-ester auch nicht den einzigen 
Aktivator für die Zuckerspaltung darstellt, sondern daß Spuren von 


1) Buchner und Hahn, Zymasegárung. 

2) A. Harden und W.J. Young, Proc. Roy. Soc. 81, 336, 1909; Ch. C. 
1909, II, 2027. 

3) A. v. Lebedew, Ann. Inst. Pasteur 26, 16, 1912. 

t) O. Meyerhof, H. 102, 191, 1918. 

5) A. Harden und F. R. Henley, Biochem. Journ. 14, 642, 1920. 

8) P. Boysen Jensen, diese Zeitschr. 154, 261, 1924. 
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Aldehyd sowie von anderen Acceleratoren hierfür ebenfalls verant- 
wortlich zu machen sind und daß diese außerdem den Effekt des Zymo- 
di-phosphats wesentlich steigern. 


Die Bedeutung der Hexose-di-phosphorsäure für den Gärungs- 
prozeß ist neuerdings nun dadurch in den Hintergrund getreten, daß, 
nach den Untersuchungen von A. Harden und R. Robison sowie von 
R. Robison!) allein, auf dem Gärungswege auch eine Hexose-mono- 
phosphorsäure gebildet wird. Insbesondere haben C. Neuberg und seine 
Mitarbeiter?) Beweise dafür beigebracht, daß die Hexose-di-phosphor- 
säure nicht auf dem Hauptwege der Zuckerumwandlung liegen kann, 
sondern wegen ihrer mangelnden Vergärbarkeit durch lebende Hefen 
und wegen ihrer langsamen Vergärbarkeit durch zellfreie Hefensäfte®) 
wahrscheinlich als ein Abfallprodukt oder als ein nur bei ungewöhn- 
lichem Phosphatgehalt entstandenes, gewissermaßen pathologisches Er- 
zeugnis zu betrachten ist. Somit wird neuerdings dem Mono-phos- 
phorsáure-ester von einigen Autoren (Meyerhof, Kluyver und Struyl:) 
die größere Bedeutung für den Prozeß der Zuckerumwandlung bei- 
gemessen. Nun ist mit der Möglichkeit zu rechnen, daß die Hexose- 
di-phosphorsäure, zu einem gärtüchtigen Zymasesystem gesetzt, 
zunächst zu Mono-phosphorsäure-estern dephosphoryliert wird. Ersicht- 
licherweise können dabei, je nach Abspaltung des einen oder anderen 
Phosphorsäure-restes zwei verschiedene Hexosen-mono-phosphate auf- 
treten, von denen das eine auf rein chemischem Wege vor Jahren von 
C. Neuberg) hergestellt worden ist. ’ 


Bei der somit vielleicht wichtigen Rolle der Monophosphate waren 
Versuche darüber notwendig, wie sich die einzelnen Mono-phosphor- 
säure-ester hinsichtlich der Einschränkung der Induktionsperiode, 
also in bezug auf die Angärungszeit des Zuckers, verhalten würden. 


Geprüft habe ich, stets in Parallele mit Hexose-di-phosphat, 
den aus diesem durch künstlichen Abbau erhaltenen Neubergschen 
Ester, ferner den isomeren Ester von Robison®) sowie den durch partielle 
Hydrolyse von Saccharo-phosphat entstehenden @lucose-mono-phosphor- 
säure-ester®), ferner die Rohrzucker-phosphorsáure?) selbst sowie 


1) A. Harden und R. Robison, Proc. Chem. Soc. 80, 16, 1914; R. Ro- 
bison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

2) C. Neuberg, E. Farber, A. Lewite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 
83, 244, 1917; C. Neuberg, ebendaselbst 108, 320, 1920. 

Es Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 451, 1926. 

4) C. Neuberg, ebendaselbst 88, 432, 1918. 

8) Dargestellt nach C. Neuberg und J. Leibowitz, ebendaselbst 184, 
489, 1927. 

6) C. Neuberg und S. Sabetay, ebendaselbst 162, 479, 1925. 

?) C. Neuberg und H. Pollak, ebendaselbst 23, 515, 1910; 26, 514, 1910. 
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B. 15,0ccm Saft aus Trockenhefe Engelhardt + 1,5 ccm 10°/,ige Glucoselösung. 
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*) Syntbetisches Fructose-phosphat wirkte nur bei diesem Saft deutlich. 
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schließlich ein durch künstliche Phosphorylierung!) von d-Fructose ge- 
wonnenes, allerdings nicht ganz einheitliches Produkt. 

Um die in den Versuchsprotokollen niedergelegten Resultate in 
Worte zu kleiden, läßt sich sagen, daß sich alle die erwähnten Kohlen- 
hydrat-mono-phosphorsäure-ester als gärbeschleunigend erweisen. Am 
besten wirken der Neuberg- und der Robieonsche Ester; aber auch der 
Glucose-mono-phosphorsäure-ester und der im Traubenzucker-rest 
mono-phosphorylierte Rohrzucker besaßen einen unverkennbaren Einfluß. 
Er blieb zwar überall hinter dem des Zymo-di-phosphats zurück, war 
aber trotzdem nicht unbeträchtlich, wie der Vergleich mit den einfach 
Traubenzucker enthaltenden Kontrollansätzen lehrte. Die Phänomene 
lassen sich natürlich nur bei solchen Säften beobachten, die nicht von 
Natur aus schon rasch angären. 

Somit läßt sich sagen, daß eine den (:árbeginn beschleunigende 
Kraft allen den genannten, von mir untersuchten natürlichen und 
künstlich gewonnenen Zucker-mono-phosphorsäure-estern zukommt. 

Die benötigten Hefenmazerationssäfte waren zumeist aus Palzen- 
hofer Unterhefe, einmal auch aus Unterhefe der Engelhardt-Brauerei 
bereitet. 

Die verwendeten Hexose-di-phosphorsäure-ester waren nach den 
Angaben der Literatur in reiner Form dargestellt und konnten ohne 
erkennbare Unterschiede im Effekt als Natriumsalze, Barium-, Stron- 
tium- oder als Calciumsalze zur Verwendung gelangen. Die Einzel- 
heiten ergeben sich aus den Übersichtstabellen. 


1) Herrn Dr. J. Wagner und cand. phil. K. P. Jacobsohn danke ich für 
die Überlassung der Substanz. 


Gestufte phytochemische Reduktion. 


Von 


Günter Nagelschmidt. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. Februar 1927.) 


Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol) und 2, 3-Butylenglykol haben 
als Stoffwechselprodukte der Mikroorganismen in den letzten Jahren 
Interesse erlangt; besondere Beachtung verdient die leichte und un- 
erwartete Entstehung des Acetoins bei Hefengärungen, durch carboli- 
gatische Synthese, die immer dann erfolgt, wenn Acetaldehyd mit 
gärtätiger Hefe zusammentrifft!). Auch ein natürliches Vorkommen 
von Diacetyl ist beobachtet (Aschan, Mazé, Schimmel & Co.). Die 
genannten drei Körper der Butanreihe sind wechselseitig dadurch 
verknüpft, daß sie bei Reduktion und Oxydation ineinander über- 
gehen. Dies ist auf rein chemischem Wege möglich, aber auch 
durch biochemische Prozeduren. Vor längerer Zeit haben Neuberg und 
Nord?) gezeigt, daß Diacetyl, CH¿.CO.CO.CH,, von gärender Hefe 
in 2, 3-Butylenglykol verwandelt wird. Neuberg und Kobel?) haben 
gefunden, daß Acetoin, CH,.CHOH.CO.CH,, gleichfalls $, y-Dioxy- 
butan, CH,.CHOH.CHOH.CH,, bei der phytochemischen Reduk- 
tion liefert. 

Nach diesen Feststellungen ist in Betracht zu ziehen, daß die 
Reduktion des Diacetyls über die Stufe des Acetoins vor sich geht. 
Bei dem symmetrischen Bau des Diacetyls erscheint jedoch auch eine 
gleichzeitige Hydrierung beider Carbonylgruppen denkbar. 

Um über den feineren Mechanismus des Vorganges etwas zu er- 
fahren, habe ich untersucht, ob sich bei Ausführung der phytochemischen 
Reduktion von Diacetyl zu Butylenglykol das Acetoin als Zwischen- 
Produkt nachweisen läßt. Die Möglichkeit hierzu bietet eine sinngemäße 


1) Literatur siehe bei C. Neuberg und M. Kobel, Carboligase, in Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Ab. IV, Teil 1, S. 625, 1927. 

2) C. Neuberg und F. F. Nord, Ber. 52, 2248, 1919. 

3) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 160, 250, 1925. 
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kel 


Anwendung der prächtigen Reaktion von Lemogne!) im Verein mit 
dem Umstande, daß Diacetyl und Acetoin auch aus stark verdünnten 
Lösungen sich mit sehr verschiedener Leichtigkeit verflüchtigen. 

Bei der Probe von Lemoigne, die später von Kluyver, Donker und 
Visser’t Hooft?) etwas modifiziert ist, reagiert Diacetyl mit 2 Mol Hydroxyl- 
amin unter Bildung von Diacetyl-di-oxim (Dimethylglyoxim), und dieses 
läßt sich in kleinsten Mengen durch Überführung in das bekannte rote 
Nickelsalz (Tschugaew) leicht erkennen. Acetoin ist zu dieser Umsetzung 
nicht befähigt, wohl aber nach vorheriger, mit Ferrichlorid ausführbarer 
Oxydation zum Diacetyl; 2, 3-Butylenglykol liefert die Reaktion natürlich 
nicht, sondern wird durch vereinte Einwirkung von Brom und Eisen- 
3-chlorid zum Diacetyl oxydiert. (Ferrichlorid allein greift es nicht an, 
wohl aber Brom, wie v. Pechmann, Harden und Walpole sowie Lemoigne 
gezeigt haben.) 

Ich habe nun folgendes konstatiert. Gibt man zu einer mit Hefe 
in Gärung versetzten Zuckerlösung Diacetyl, so verschwindet, ohne 
daß die Gärung unterbrochen wird, das Diketon schnell. Destilliert 
man nämlich ein solches Gärgut, so bleibt nach verhältnismäßig kurzer 
Zeit im Destillat die Hydroxylaminprobe auf freies Diacetyl aus. In 
der ersten Zeit nach Zusammenbringen der Ingredienzien ist jedoch 
unverändertes Ausgangsprodukt (Diacetyl) nachzuweisen. Die Destil- 
lationen habe ich stets in einer Atmosphäre von Kohlendioxyd vor- 
genommen, um eine Reoxydation des Acetoins zum Ausgangsmaterial 
zu verhindern. Fügt man zu dem zentrifugierten oder filtrierten?) 
Gärgut, in dessen Destillat die Probe auf freies Diacetyl negativ ge- 
worden war, Ferrichlorid und destilliert von neuem, so geht nunmehr 
sehr reichlich wieder Diacetyl über. Damit ist die Gegenwart von 
Acetoin sichergestellt. 

Aber auch schon zu einer Zeit, wo noch lange nicht alles Diacet y] 
umgesetzt ist, kann man dessen partielle Umwandlung in Acetoin 
leicht folgendermaßen dartun. Man destilliert das Gärgemisch, bis 
im Übergegangenen kein Gehalt an freiem Diacetyl mit der Hydroxyl- 
amin-Nickel-Probe mehr zu erkennen ist. Gibt man zum Destillations- 
rückstande dann Eisen-3-chlorid, so verflüchtigt sich bei fortgesetzter 
Destillation wieder Diacetyl. Sein Nachweis mit der Dimethylglyoxim- 
probe zeigt jetzt an, daß nach 415 Stunden bereits erhebliche Mengen 
Acetoins neben noch unangegriffenem Diacetyl vorhanden sind. 

Wie liegen nun aber die Verhältnisse hinsichtlich der schließlichen 
Überführung in das 2, 3-Butylenglykol? An Hand der erwähnten 
Probe findet man, daß die Stufe des Acetoins außerordentlich lange 


1) M.Lemoigne, Ann. de l’Inst. Pasteur 27, 871, 1913; C. r. 170, 131, 
1920; 177, 652, 1923. 

2) A. J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser °t Hooft, diese Zeitschr. 
161, 361, 1925. 

3) Die Entfernung des H o fenschlammes ist nicht unbedingt nötig. 
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perssstiert. Aus den Daten des experimentellen Teiles geht hervor, daß 
noch nach 10 bis 13 Tagen Acetoin anwesend sein kann, während Diacetyl 
spätestens nach 2 Tagen verschwunden ist. Umgekehrt läßt sich aber 
zeigen, daß auch Butylenglykol schon nach 24 Stunden in Spuren und 
in erheblicher Menge nach 48 Stunden neben Acetoin zugegen ist. 
Der Nachweis dieser Tatsache wird so erbracht, daß man nach Zugabe 
von Ferrichlorid so lange destilliert, bis das Übergegangene keine 
Reaktion mehr auf (primäres oder zurückgebildetes) Diacctyl liefert, 
und daß man darauf nach Lemoigne bzw. nach o Pechmann sowie 
Harden und Walpole den Rückstand mit Brom kocht und nach Ent- 
fernung des Halogenüberschusses mittels Na,S,O, erneut destilliert. 
So wird auch Butylenglykol zum leicht erkennbaren Diacetyl oxydiert. 
Ich stellte also folgendes fest: Diacetyl wird alsbald vollständig 
verbraucht. Das primär gebildete Acetoin benötigt aber sehr viel 
längere Zeit zum vollkommenen Übergang in das Butylenglykol. 
Schon früher haben übrigens Neuberg und Nord (l. c.) beschrieben, 
daß die phytochemische Reduktion des Benzils, CH; . CO . CO . Ce Hs, 
praktisch überhaupt beim Benzoin, C,H,.CO.CHOH.C,H, halt 
macht. Bei dem in der Mitte zwischen Acetoin und Benzoin stehenden 
Methyl-benzoyl-carbinol, C,H,.CO.CHOH.CH,, haben nun neuer- 
dings Neuberg und Komarewsky!) die biologische Hydrierung zum 
a-Methyl-B-phenyl-¿thylen-glykol ausgeführt. Man beobachtet also 
eine von der rein aliphatischen zur rein aromatischen Reihe zunehmende 
Erschwerung der phytochemischen Reduzierbarkeit von Diketonen zu 
den zugehörigen Glykolen. Die große Beständigkeit der Ketonalkohole 
(Acyloine) in gärenden Zuckermischungen erklärt auch, warum sie 
as Hauptprodukte bei der carboligatischen Symthese gefaßt 
werden. Daß die beiden Carbonylgruppen des Diacetyls nicht 
gleichzeitig reduziert werden, dürfte damit zusammenhängen, daß in 
wässeriger Lösung Hydratgebilde (etwa CH,.CO.C(OH),.CH, oder 
CH,.C(OH).C(OH).CH,) bzw. Halbenolate (CH,.CO.C(OH):CH, 
| 
usw.) als Zwischenformen auftreten. Das schließlich erhaltene 2, 3- 
Butylenglykol hat sich im Einklange mit den Erfahrungen bei der 
phytochemischen Reduktion als optisch aktiv erwiesen. 


Ansalz 1. 


250 g Rohrzucker wurden mit 125g Oberhefe Sinner in 1500 ccm 
Leitungswasser zum Gären gebracht. Dann wurden 14,7g reines 
Diacetyl (Kp. 87 bis 88°) in 20 com Alkohol dazugegeben. Auch bei 
schnellem Einlaufen trat keine Unterbrechung der Kohlensäure- 


1) C. Neuberg und W. Komarewsky, diese Zeitschr. 182, 285, 1927. 
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entwicklung ein. Nach 18 Stunden wurde an einer im Kohlendioxyd- 
strom abdestillierten Probe auf Diacetyl geprüft: schwach positive 
Dimethylglyoxim-Reaktion, die hier wie im folgenden stets nach den 
Angaben der Literatur angestellt wurde. Nach 3 Tagen war das 
Diacetyl verschwunden. Acetoin war reichlich nach der Destillation 
mit FeCl, nachzuweisen. Mit 100g Oberhefe wurde die Gärung 
weitergeführt. Nach 4 Tagen war Acetoin noch deutlich er- 
kennbar. Es wurden 500 g Wasser sowie 50 g Hefe hinzugetan. Nach 
5 Tagen war die Probe auf Acetoin schwach geworden; das Gärgut 
reduzierte alkalische Kupferlösung jedoch auch in der Wärme nicht mehr; 
dabei ist zu bedenken, daß die Dimethyl-glyoxim-Reaktion schärfer 
als die Fehlingsche Probe ist und noch die letzten Spuren!) Acetoin 
anzeigt. 
Aufarbeitung. 


2460 ccm Gärgut wurden zentrifugiert und lieferten 2200 ccm 
klare Flüssigkeit, die im Faust-Hesmschen Apparat zum Sirup eingeengt 
wurden. Dieser wurde mehrmals mit Alkohol durchgeknetet, der 
alkoholische Auszug im Vakuum eingedickt, der Rückstand mit viel 
Alkohol aufgenommen, die Lösung filtriert und wieder verdampft. 
Der Rückstand wurde jetzt mit 200 ccm Alkohol ausgekocht, filtriert 
und der Alkohol im Vakuum vertrieben; dann wurde noch zweimal mit 
Alkohol behandelt, bis der Rückstand sich in absolutem Alkohol klar 
auflóste. Zu der Lösung in 150 ccm Alkohol wurden 500 ccm Äther 
hinzugefügt; darauf wurde filtriert und im Vakuum konzentriert. 
Der Rückstand löste sich in 50 ccm Alkohol und 50 ccm. Äther zu einer 
klaren Flüssigkeit, die dann über Natriumsulfat getrocknet wurde. 
Nunmehr wurden Alkohol und Äther abgedampft. Im Vakuum gingen bei 
13 mm Druck und 87 bis 89% 4,0 g einer farblosen dickflüssigen Substanz 
über. Drehung — 2,6% im 2-dm-Rohr. 


Ansatz 2 und 3. 


500 g Rohrzucker wurden in 5 Liter Leitungswasser in einem Ansatz 
mit 250 g Unterhefe Patzenhofer, in einem anderen Ansatz mit 250 g 
Oberhefe Sinner in Gärung versetzt. Dann wurden 29,5g bzw. 32,5 g 
reines Diacetyl dazugegeben. Das Diacetyl war nach 2 Tagen ver- 
schwunden, nach 6 Tagen war Acetoin noch nachweisbar; trotzdem 
wurde aufgearbeitet. Beide Ansätze wurden filtriert und der eine auf 
dem Wasserbade, der andere im Faust-Heimschen Verdunstungskasten 
eingeengt. Die Aufarbeitung geschah wie zuvor. Im ersten Falle wurden 
5,5g, im zweiten 7,5g Substanz vom selben Siedepunkt gefunden. 
Die Drehung war — 3,20 bzw. — 2,8% im 2-dm-Rohr. 


1) Nach Lemoigne noch 1 Teil in 1 Million Teilen Flüssigkeit. 
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Ansatz 4, 


500 g Rohrzucker wurden in 2 Liter Wasser mit 250 g Oberhefe 
Sinner zum Gáren gebracht; dann wurden 41,0 g frisches Diacetyl hinzu- 
gefúgt. Nach 41, Stunden war in einer Probe Diacetyl noch reichlich 
vorhanden, aber in derselben Probe (s. S. 318) Acetoin schon deutlich 
nachweisbar, während Butylenglykol zunächst fehlte. Nach 22 Stunden 
war Diacetyl nur noch spurenweis zugegen, Acetoin war kräftig und 
Butylenglykol schwach zu erkennen. Es wurde mit 100 g Oberhefe 
weiter vergoren. Nach 2 Tagen war alles Diacetyl verbraucht, Acetoin 
erheblich und Butylenglykol reichlich gebildet. Nach 6 Tagen war 
Acetoin noch vorhanden, auch nach 10 Tagen war noch immer Acetoin 
neben Butylenglykol zugegen. Der Ansatz wurde mit Wasser verdünnt 
und mit 200 g frischer Oberhefe weiter vergoren. Nach 13 Tagen war 
die Gärung beendet und Acetoin immer noch in Spuren nachweisbar. 
Dann wurde aufgearbeitet. Prozentuale Ausbeute wie zuvor; Drehung 
im 2-dm-Rohr — 3,1°. 


Ausbeuten. 
14,7 g Diacetyl lieferten 4,0 g 2,3-Butylenglykol 
29,5 g LR LE 6,5 g 39 
32,5 g LE 9 7,5 g ?? 
41,0 g e e 9,0 g ee 


Das hier benutzte Verfahren der Alkohol-Äther-Extraktion ist 
in bezug auf die Ausbeute an f, y-Dioxybutan nicht vorteilhafter als 
die früher von Neuberg und Nord ausgeführte Isolierung des Glykols 
mittels Wasserdampfdestillation. 
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Über die Fällbarkeit der Diaminosáuren durch Mercuriacetat 
und Soda. 


Von 
Günter Nagelschmidt. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. Februar 1927.) 


Das Bedürfnis, ein unsverselles Fällungsmittel für die Klasse der 
Aminosäuren und Aminosäurenverbände ausfindig zu machen, hat 
Neuberg und Kerb!) zur Ausarbeitung eines Verfahrens veranlaßt, das 
darin besteht, daß Mercuriacetat plus Alkalicarbonat, gegebenenfalls 
unter Zusatz von Alkohol, die erwähnten niedrigen Eiweißabbau- 
produkte praktisch vollkommen niederschlagen. Für analytische Opera- 
tionen an Substanzgemischen physiologischer Herkunft ist der Besitz 
einer solchen Methode nicht minder wichtig als die Existenz eines 
Verfahrens zur Entfernung von Kohlenhydraten, wie es in der Bleiessig- 
Ammoniak-Fállung oder Kupfer-Alkali-Fállung nach Salkowsks-van 
Slyke-Clausen vorliegt. 


Zum Beispiel ist es fúr Milchsáurebestimmungen von Bedeutung, 
gleich den Proteinen auch die Aminosáuren und Peptide entfernen zu 
können, da diese bei der üblichen Oxydations-Titrations-Methode Stoffe 
liefern, welche unter Umständen die Resultate entstellen. Nun haben 
Neuberg und Ishida?) in der kombinierten Fällung von Aminosäuren 
und deren Gemischen durch Phosphorwolframsäure sowie Quecksilber- 
acetat plus Soda einen zweiten Weg angegeben, auf dem praktisch die 
gänzliche Beseitigung der stickstoffhaltigen Substanzen erreicht wird. 
Jedoch ist die Anwendung verschiedener Reagenzien zu diesem Zwecke 
nicht immer bequem. Mit Phosphorwolframsäure für sich allein kommt 
man nicht zum Ziele, da dieses Mittel wohl die Diaminosäuren voll- 
ständig niederschlägt, aber von den Mono-aminosäuren nur einzelne, 
und auch diese nicht quantitativ, erfaßt. 


wa a nen — 


1) C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 40, 498, 1912; 67, 119, 1913. 
2) C. Neuberg und M. Ishida, ebendaselbst 87, 142, 1911. 
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Deshalb habe ich umgekehrt geprüft, ob auch die natürlichen 
Diaminosäuren quantitativ schon durch das von Neuberg und Kerb ange- 
gebene Fällungsmittel aus wässerigen Lösungen entfernt werden können. 
Die Autoren hatten bereits gezeigt, daß außer den gewöhnlichen a-Amino- 
mono- und di-carbonsäuren verschiedene Peptide, wie Leucyl-leucin, 
Glyeyl-glycin, Glycyl-tryptophan, Glycyl-tyrosin, Seidenfibroin-pepton 
nebst Witte-pepton, ferner Amide (wie Asparagin, Glutamin, Harnstoff), 
Aminoaldehyde und selbst Ammoniak quantitativ gefällt werden, und 
sie haben auch weiterhin dargetan, daß a, B-Diamino-propionsäure 
sowie Histidin mit dem Quecksilber-Soda-Reagens aus der Lösung 
beseitigt werden können. Ich habe nun d-Arginin und d-Lysin in den 
Kreis der Untersuchungen gezogen und die Versuche mit 1-Histidin 
wiederholt. Dabei hat sich ergeben, daß diese drei zur Gruppe der 
Hexonbasen gehörigen Substanzen!) sich nicht anders verhalten als die 
früher geprüften. Auch hier stellte sich heraus, daß der Zusatz von 
Alkohol die Ausfällung vervollständigt, indem vom Gesamtstickstoff 
des Histidins nur 0,6%, von dem des Arginins 1,2%, und von dem 
des Lysins lediglich 0,8%, der Fällung entging. 

Im einzelnen sind Versuche wie die folgenden ausgeführt: 


I. 


Ungefähr 1 g d-Arginin-carbonat wurden in 10,0 ccm gelöst. Der 
Stickstoff wurde im Arginin nach Kjeldahl (mit der Modifikation von 
Gunning- Arnold) ermittelt. Auch alle übrigen Stickstoff-bestimmungen 
wurden nach dieser Methode vorgenommen. 

3,0ccm von dieser Lösung, die 94,1 mg N enthielten, wurden mit 
4,5 ccm 25 %, Mercuriacetat-lösung sowie 12,0 ccm gesättigter Natrium- 
carbonat-lösung gefállt?). Es entstand ein dicker weißer Niederschlag, 
der am nächsten Tage abfiltriert wurde. Filtrat und Waschwässer 
(Alkohol von 70 %,) wurden mit Schwefelsäure eingedampft und der 
darin enthaltene Stickstoff dann nach Kjeldahl ermittelt; NH,-Destil- 
lation unter Zugabe von Natriumthiosulfat3). 

Der Quecksilberniederschlag wurde in Wasser fein verteilt und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt; dann wurde filtriert, ausgewaschen, ein- 
geengt und ein Volumen von 100,0 ccm hergestellt. Mit je 10,0 ccm 
der Flüssigkeit wurden Stickstoffbestimmungen®) gemacht. 

Es fanden sich im Gesamtfiltrat 8,0 mg Stickstoff, das sind 
8,5%, im Gesamtniederschlag 82 mg Stickstoff, das sind 87,1%, des 


!) Konfigurationsbezeichnung nach P. Karrer, K. Escher und R. Widmer, 
Helv. 9, 306, 1926; vgl. auch K. Freudenberg u. F. Rhino, 54, 1547, 1924. 

*) Auchim folgenden hatte das Fällungsroagens stets diese Konzentration. 

*) C. Neuberg, Beiträge z. chem. Physiol. u. Patholog. 2, 214, 1902. 

*) Die angeführten Zahlen sind stets Mittelwerte zweier Analysen. 
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Ausgangsmaterials, dessen Menge in dem Ansatz 94,1 mg Stickstoff 
entsprach. 

Der Rest des aus dem Quecksilberniederschlag wiedergewonnenen 
Arginins wurde als Nitrat isoliert. Dieses zeigte die Drehung 


[a]p = + 10,07° 
(a = + 1,37%, l = 2, c = 6,800), 
während Bergmann und Zervas!) jüngst [a], = + 10,14% festgestellt 
haben. 

3,0 ccm derselben Arginin-lösung wurden mit 5ccm der Quecksilber- 
acetatlösung versetzt. Die Flüssigkeit blieb klar. Der erste Tropfen 
Sodalösung erzeugte eine flockige weiße Fállung; 13 ccm Sodalösung 
wurden im ganzen hinzugefügt. Dickes weißes Magma. Eine weitere 
Zugabe von Quecksilberacetatlösung rief Braun-gelb-färbung hervor. 
Die alternierende Anwendung der Reagenzien hat stets bis zu diesem 
Punkte zu erfolgen. Hier wie bei allen anderen Ansätzen war eine 
leichte Kohlendioxydentwicklung bemerkbar. Die Mischung wurde 
sodann mit Alkohol auf 100,0ccm aufgefüllt. Am nächsten Tage 
wurde zentrifugiert und mit 70% igem Weingeist ausgewaschen. Der 
gesamte Niederschlag wurde aus dem Zentrifugenglas in einen Kjeldahl- 
kolben übergeführt und verbrannt. 

Das klare Zentrifugat wurde mit Schwefelsäure angesäuert, ein- 
geengt und ebenfalls kjeldahlisiert. 

Im Niederschlag waren 93,2 mg Stickstoff, das sind 99,0%, im 
Filtrat 1,1 mg, das sind 1,2 %, des Gesamtstickstoffs vorhanden. 


II. 

1,847 g d-Lysin-di-chlorhydrat wurden in 20,0ccm Wasser auf- 
gelöst. Von diesem Lysinpräparat waren Drehung, Stickstoff- und 
Chlor-gehalt festgestellt. 

Gef.: Cl = 31,99%, N = 12,63%. 
Ber.: Cl = 32,42%, N = 12,79%. 
[a] p = + 16,10 
(a = + 2,97%, l = 2, c = 9,236); 
nach Bergmann und Zervas (l. c.) beträgt die spezifische Drehung 
= + 16,40. 

a) 3,0 ccm obiger Lösung, die im ganzen 233,3mg N enthielt, 
gaben mit 2ccm der Mercuriacetatlösung eine weiße, flockige Fällung, 
die sich in weiteren 2ccm essigsauren Quecksilbers wieder löste. 
Der erste Tropfen Soda lieferte jetzt eine bleibende dicke weiße Fäl- 
lung. Es wurden 4ccm Quecksilberacetat- und 12ccm Sodalösung 


1) M. Bergmann und L.Zervas, H. 152, 282, 1926. 
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verbraucht. Im Filtrat sowie im Niederschlag wurde der Stickstoff 
bestimmt. 

b) Weiter wurde ein zweiter gleicher Ansatz mit Alkohol auf 
100,0 ccm aufgefüllt und wie oben verarbeitet. 

In der verwendeten Substanzmenge waren 35,0 mg Stickstoff. 

Im Niederschlag des Ansatzes a) waren 32,8 mg N, das sind 93,7 %, 
in seinem Filtrat 1,4 mg N, das sind 4,0 %,, zugegen. 

Beim Ansatz b) (mit Alkohol) fanden sich 34,9 mg N im Nieder- 
schlag, das sind 99,7%, und 0,2 mg N im Filtrat, das sind 0,69%. 


II. 

Von I-Histidin-chlorhydrat wurde eine genau 10 % Lösung bereitet. 
Stickstoff- und Chlorbestimmungen ergaben einen Gehalt von 16,55 % 
Cl, gegen 16,92 0/, berechnet, und von 20,3 % N gegen den theoretischen 
Wert von 20,05 %. | 

In 3,0 ccm der Flüssigkeit riefen 5 ccm Mercuriacetat eine Fällung 
hervor, die sich auf Zusatz von 12 ccm Soda stark vermehrte. 

Es wurden abermals zwei Ansätze gemacht, a) einer in Wasser 
und b) einer mit Alkohol. Ursprünglich waren vorhanden 60,9 mg 
Stickstoff. Im Niederschlag von a) wurden 58,8 mg Stickstoff, das sind 
%,6°,, und im Filtrat 0,7 mg, das sind 1,2 %,, festgestellt. Im Nieder- 
schlag von b) wurden 61,7 mg, das sind 101,3 %, im Filtrat 0,4 mg N, 
das sind 0,6%, gefunden. 

Man ist somit in der Lage, mit dem Mercuriacetat-Soda- Reagens 
eine praktisch vollkommene „Entfernung sämtlicher niedrigen Eiweiß- 
bausteine zu bewirken. 

Bei dieser Gelegenheit sei darauf hingewiesen, daß die Methode in 
den letzten Jahren vielfach mit Erfolg!) benutzt worden ist, und zwar 
sowohl zur Entfernung unerwünschter Beimengungen von Eiweißspalt- 
produkten, als auch zur Isolierung von Aminosäuren. Im allgemeinen 
wird man sich für den letztgenannten Zweck naturgemäß keines all- 
gemeinen Fällungsmittels bedienen, sondern eines auswáhlenden 
Reagenzes. Es ist daher ganz selbstverständlich und geradezu im Wesen 
der Methode begründet, daß sie z. B. bei der Darstellung von Glutamin 
aus dem Aminosäurengemisch des Rübensaftes nicht mehr leisten kann 
als die Verwendung von Quecksilbernitrat. Die gegenteilige Erwartung 


1) Siehe u. a. A. G. Hogan, Journ. biol. Chem. 18, 490, 1914; J. Parnas 
und R. Wagner, diese Zeitschr. 61, 394, 1914; H. B. Vickery, Journ. biol. 
Chem. 60, 648, 1924; 68, 587, 1926; J.Forschbach und H. Schäfer, Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 82, 355, 1918; E. Bissinger, E. J. Lesser und 
K. Zipf, Klin. Wochenschr. 2, 2234, 1923; VI. Stanck Zeitschr. f. d. Zucker- 


industrie d. Csl.-Republik 46, 189, 1921/1922. 
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von Thserfelder und v. Cramm?) erscheint also unverständlich, um so 
mehr, als Neuberg und Ishida (1. c.) ja gerade die gleich gute Fällbarkeit 
einer großen Reihe von Melasse-Bestandteilen durch das Acetat- 
Reagens beschrieben hatten?). Wo es sich hingegen um die Aufgabe 
möglichst vollständiger Entfernung von Aminosäuren handelt 2. ge- 
bührt der Mercuriacetat-Methode vor einer Verwendung von Queck. 
silberoxyd-nitrat der Vorzug. Man kann sich leicht davon überzeugen, 
daß bei Behandlung mit salpetersaurem Quecksilber viel mehr Amino- 
säuren-Stickstoff in Lösung bleibt, als bei Heranziehung des essigsauren 
Salzes. 


1) H. Thierfelder und E. o Cramm, H. 105, 58, 1919. 

2) Vgl. H. 48, 350, 1904; 44, 503, 1905; diese Zeitschr. 24, 173 und 429, 
1910; 26, 164, 1910. 

3) Siehe auch J. Vondrák., Zeitschr. f. d. Zuckerindustrie d. Csl.- 
Republik 51, 261, 1926. 


Ketonaldehydmutase in Weizen- und Roggenkórnern 
sowie in Sojabohnen. 


Von 
Ludwig Klar. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 4. März 1927.) 


Die große Leichtigkeit, mit der tierische Zellen, Pilze und Bakterien 
durch Dismutation des Methylglyoxals Milchsäure bilden, war Veran- 
lassung, auch nach dem Vorkommen des entsprechenden Ferments, 
der Ketonaldehydmutase, in Phanerogamen zu fahnden. Schon früher 
haben C. Neuberg und G. Gorr?) in Erbsen, Puffbohnen sowie Lupinen, 
sodann C. Neuberg und M. Kobel?) im Tabaksamen das Enzym nach- 
gewiesen. In Fortsetzung dieser Versuche hat G. Binder-Kotrba?) 
gezeigt, daß dasselbe nicht nur auf Methylglyoxal, sondern auch auf 
Phenylglyoxal einwirkt. 


Um weitere Anhaltspunkte für die Verbreitung des Ferments in 
höheren Pflanzen zu gewinnen, habe ich drei Arten von Vegetabilien 
herangezogen, und zwar käufliche Weizenkörner, Roggenkörner nebst 
Sojabohnen. 


Für die quantitativen Analysen wählte ich als Substrat — der 
leichteren methodischen Handhabung wegen — das Phenylglyozal- 
hydrat und habe in allen Fällen seine enzymatische Umwandlung in 
Mandelsäure durch das Ferment der genannten Vegetabilien ver- 
zeichnen können; außerdem habe ich mich durch Stichproben mit 
Weizen und Soja davon überzeugt, daß unter gleichen Bedingungen 
das Methylglyoxal ebenfalls dismutiert wird. 


— 


1) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 178, 358, 1926. 
?) C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 473, 1926. 
3) G. Binder-Kotrba, ebendaselbst 174, 443, 1926. 
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Im allgemeinen wurden die Versuche mit frischem, aus den ge- 
nannten Samen hergestelltem Mehl vorgenommen. Durch Experimente 
an Roggen habe ich festgestellt, daß auch hier das wirksame Ferment 
durch Wasser aus dem Mehl ausgezogen, also von den Strukturelementen 
getrennt werden kann. 

Es entstand, wie nach den bereits vorliegenden Erfahrungen zu 
erwarten war, in allen Fällen optisch aktive Mandelsäure. Diese erwies 
sich — im Gegensatz zu dem wechselnden Effekt bei den Bakterien, die 
beide Antipoden liefern können!) — bislang stets als lävogyr, sobald 
sie durch das Ferment der höheren Pflanzen erzeugt war. 

Die Umwandlung des Phenylglyoxal-hydrats erfolgt quantitativ. 
Bei den beiden Getreidesorten vermochte ich die auftretende d (—)- 
Mandelsäure bis zu 94%, in Substanz zu isolieren, bei Soja gelang 
die Abscheidung von reiner Substanz nur in einer Ausbeute von 37 %,, 

weil bei der bisher befolgten Versuchsanordnung der hohe Fettgehalt 
Störungen verursachte. Im Falle der Verwendung von Roggen erwies 
sich die entstandene Mandelsäure auch in optischer Beziehung als 
nahezu rein, beim Weizen war die Säure rund zu 75%, optisch aktiv 
und enthielt bei Soja nur ein wenig mehr als die Hälfte an der links- 
drehenden Komponente. 

Die Zeit der Umwandlung einer 1°/,‚igen Lösung von Phenyl- 
glyoxal-hydrat belief sich bei Roggen und Weizen auf 2 bis 3 Tage, 
sie betrug beim Sojabohnenmehl 138 Stunden. Das sind Werte, die 
sich bei entsprechender Reinigung des Ferments natürlich verbessern 
lassen. 

Die Einzelheiten gehen aus folgenden experimentellen Daten 
hervor. 

Versuchsteil. 


A. 


Zu einer Lösung von 1,0g reinem Phenylglyoxal-hydrat in einem 
Liter Wasser wurden 10 g Calciumcarbonat und 30 g von mir frisch 
hergestellten und gesiebten Weizenmehls gegeben (die Weizenkörner 
können zunächst ineinereinfachen Kaffeemühle zerrieben werden). Nach 
Sättigung des Gemenges mit Kohlendioxyd wurden 10 ccm Toluol hin- 
zugefügt. Das Gemisch blieb in einer verschlossenen Glasstöpselflasche 
im Brutschrank bei 37° stehen und wurde vielfach umgeschüttelt. Nach 
längstens 64 Stunden fiel die p-Nitro-phenyl-osazon-probe auf Phenyl- 
glyoxal negativ aus. Alsdann wurde zentrifugiert und ein gemessener 
Teil des klaren Zentrifugats auf dem Wasserbad eingeengt. Der 150 ccm 
betragende Abdampfrückstand wurde mit 6ccm 80% iger Phosphor- 
säure versetzt, wodurch wesentliche Mengen Eiweiß ausgeflockt wurden. 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 
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Das Filtrat vom präzipitierten Protein wurde mit Äther wiederholt 
ausgezogen. Die ätherischen Extrakte wurden über Natriumsulfat 
getrocknet, und beim Verdunsten des Äthers kristallisierte die Mandel- 
säure schon im Kolben aus. 


Die Rohausbeute, bezogen auf den ganzen Ansatz, war 0,94 g. 
Zur Reinigung wurde die Mandelsäure zunächst aus Wasser unter 
Zugabe von wenig Tierkohle und dann aus siedendem Benzol um- 
kristallisiert. 

[a] = — 114,90 
(a = — 2,76% 1=1, c= 2,402). 


Schmelzpunkt 1240. 
B. 


1. Ein ganz analoger, in gleichen Mengenverháltnissen mit Roggen- 
mehl angestellter Versuch lieferte bei derselben Aufarbeitung, berechnet 
auf den gesamten Ansatz, 0,71 g oder 71 % an kristallisierter Mandel- 
sáure. S 

[a], = — 143,09 
(a = — 3,299 1= 1, c= 2,300). 
Schmelzpunkt 1280. 


2. 50 g des Roggenmehls wurden in 300 ccm Leitungswasser unter 
Hinzufügung von 3 ccm Toluol suspendiert und bei häufigem Um- 
schwenken 18 Stunden im Eisschrank belassen. Dann wurde zentri- 
fugiert und außerdem klar filtriert. Erhalten wurden 230 ccm Ferment- 
flüssigkeit. Diese wurden mit einer Lösung von 0,71 g Phenylglyoxal- 
hydrat und 9 g Caleiumcarbonat versetzt. Das Gemisch wurde auf 
ein Volumen von 250 ccm gebracht. Nach Beigabe von 2ccm Toluol 
verblieb das Gemenge 3 Tage im Thermostaten hei 37°. Bei analoger 
Aufarbeitung wurden 0,67 g oder 94°/, Mandelsäure vom Schmelz- 
punkt 1290 gewonnen. 

[a] = — 144,30 


(a = — 2,90% 1=1, c== 2,009). i 


3. In einem anderen Falle wurde die Fermentlösung durch 
Extraktion von 50g Roggenmehl mit 300 ccm 19%iger Di-natrium- 
phosphatlösung bereitet. Die weitere Benutzung geschah wie im 
Versuch B 2. Nach 3 Tagen wurden 90 Y, der theoretisch möglichen 
Menge Mandelsäure isoliert. Sie schmolz bei 128 bis 129% und zeigte 


[a]» = — 141,70 
(a=-—2,27%, 1=1, c= 1,602). 
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C. 

25 g Mehl aus gelben Sojabohnen, die wir der Güte des Herrn 
Dr. L. Berczeller in Wien verdanken, wurden in der unter A. be 
schriebenen Weise mit einem Liter 1°/,‚iger Phenylglyoxal-hydrat- 
lösung unter den erwähnten Bedingungen zusammengebracht. Dauer 
der Digertion 6 Tage. Aufurbeitung wie zuvor. 

Ausbeute an kristallisierter Mandelsáure 37 %. Schmelzpunkt 122°. 

[a] D= — 77,30 
(a= — 1,16% 1= 1, c= 1,500). 


Über die quantitative Dismutation des Methylglyoxals zu Milch- 
sáure durch den Bacillus Delbrücki sowie durch das Bacterium 
lactis aerogenes nebst Versuchen: über das abweichende stereo- 
chemische Verhalten des Phenylglyoxals bei dieser Reaktion. 


Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Zur Prüfung der Frage, ob auch die bakterielle Bildung der Milch- 
säure mit Hilfe der Methylglyoxal-theorie erklärt werden kann, haben 
früher C. Neuberg und @.Gorr!) Versuche mit dem Bacterium coli 
angestellt und gezeigt, daß dieser Erreger den Ketonaldehyd der 
3-Kohlenstoffreihe rasch und quantitativ zum Verschwinden bringt. 
Dabei entsteht in theoretischer Ausbeute d. 1-Milchsáure, die als Zink- 
lactat abgeschieden und identifiziert worden ist. Nach den hierfür 
von C. Neuberg und G. Gorr?) beigebrachten schlüssigen Beweisen ist 
bei anaerober Gärungsführung das Coli-Bacterium praktisch ein voll- 
kommener Milchsäurebildner, auch wenn Glucose das Ausgangsmaterial 
ist; G. Goto?) hat ebenfalls gezeigt, daß bei Luftabschluß aller Zucker, 
der überhaupt vom Bacterium coli angegriffen wird, zunächst in Milch- 
säure übergeht. Neuberg und Gorr haben als Produkt der Zersetzung 
von Traubenzucker durch dieses Bacterium ein Gemisch von viel 
inaktivem mit wenig rechtsdrehendem Lactat isoliert, während Goto 
über die optischen Verhältnisse nichts angegeben und auch keine 
Analysen des Lactats mitgeteilt hat. 

Als ersten Vertreter aus der Reihe der Bakterien, die allgemein 
und ohne Einschränkung zu den echten Milchsäurebildnern gezählt 
werden, haben C. Neuberg und G.Gorr* den Lactobacillus geprüft. 
Auch er wandelt mit bedeutender Schnelligkeit vollstándig quantitativ 
das Methylglyoxal in Milchsáure um; dabei entsteht die inaktive Form. 
Ganz ebenso wie der Lactobacillus verhält sich der Bacillus propionicus, 


1) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925. 

2) Dieselben, ebendaselbst 173, 476, 1926. 

3) G. Goto, Scientific. Rep. f. the Governm. Inst. f. infect. diseases 
for the Year 1925, Tokio, 4, 367, 1926. 

4) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 166. 482, 1925. 
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den A. Rippel?) ebenfalls zu den echten Erregern der Milchsäure- 
gärung rechnet. 

Somit bestand kaum ein Zweifel, daß so, wie wir es früher für die 
tierischen Organe, die Gewebe grüner Pflanzen und ferner für die Hefen- 
pilze längst dargetan hatten, auch die Bakterien sehr weitgehend?) zur 
typischen Dismutation des Methylglyoxals befähigt sind. Es fehlten 
nur noch Versuche mit einem der bekanntesten und technisch wichtigsten 
Milchsäurebildner. Es ist dies der Bacillus Delbrückt, ein Erreger, der 
identisch oder sehr nahe verwandt ist mit dem Bacillus acidificans lon- 
gissimus Lafar. Wir haben diese Lücke ausgefüllt und gefunden, daß 
der Bacillus Delbrücks in ausgezeichneter Weise sowie in kürzester Zeit 
imstande ist, Methylglyoxal zu dismutieren. 

Arbeitet man auf die von uns zumeist benutzte Art, d. h. digeriert 
man eine etwa 1°/,,ige Methylglyoxallósung mit einer Reinkultur des 
Bacteriums in Gegenwart von Calciumcarbonat zwecks Abstumpfung 
der sich bildenden Milchsäure, so ist die Umwandlung in spätestens 
16 Stunden quantitativ. Man gewinnt dabei die Racemform der Milch- 
sdure. - | | 

Die industrielle Verwendung des Bacillus Delbrücki im Brennerei- 
gewerbe und bei der Bereitung von Preßhefe geschieht, um mit Hilfe 
dieses Mikroorganismus freie Milchsäure in den Maischen zu erzeugen. 
Der Erreger besitzt eine verhältnismäßig hohe Unempfindlichkeit 
gegen sein Stoffwechselprodukt, die freie Milchsäure. Wir haben daher 
versucht, ohne das die Acidität regulierende Calciumcarbonat, also 
auch bei saurer Reaktion, die Dismutation des Methylglyoxals mit dem 
Bacillus Delbrücki zu besorgen. Sie gelingt, und die Ausbeute betrug 
unter unseren Versuchsbedingungen 95 % der theoretischen Möglichkeit. 
Diese Übereinstimmung im Verhalten des Erregers gegenüber Methyl- 
glyoxal und Zucker als Substraten erscheint beachtlich; denn die 
Entwicklung der freien Milchsäure unter natürlichen Bedingungen 
erfolgt in Maischen, die reich sind an präformierten Puffern?) (Eiweiß, 
Salzen), während wir, wie aus dem Versuchsteil hervorgeht, in einer 
pufferfreien Lösung, nämlich in destilliertem Wasser, gearbeitet haben. 
Somit ist die 95% ige Umwandlung des Methylglyoxals unter diesen 
Bedingungen besonders beweiskräftig. Auch für den Fall einer unvoll- 
ständigen Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsäure haben wir 

eine Methode gefunden, welche eine einwandfreie Trennung des un- 


1) A. Rippel, Vorlesungen über theoretische Mikrobiologie, S. 131. 
Berlin, Julius Springer, 1927. 

2) Über das analoge Verhalten der Essigbakterien siehe G. Gorr und 
G. Perlmann, diese Zeitschr. 174, 433, 1926. 

3) Vgl. W. Windisch, P. Kolbach und E. Rathke, Wochenschr. f. 
Brauerei 41, 175, 1924. 
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veränderten Methylglyoxals von der dismutativ entstandenen Milch- 
säure ermöglicht (s. S. 335). 

Weiterhin haben wir, um den enzymatischen Charakter des 
Prozesses darzulegen, noch mit Acetonpräparaten des Bacillus Delbrückt 
gearbeitet. Sie führen das Methylglyoxal gleichermaßen vollständig 
in Milchsäure über, und zwar tritt hierbei ebenfalls optisch inaktives 
Lactat auf. 

Wie wir erwartet haben, erstreckt sich die Wirkung des Bacillus 
Delbriicks nicht allein auf das Methylglyoxal, sondern der Erreger 
wandelt gleich den Essigbakterien und dem Lactobacillus?) auch das 
Phenylglyoxal um. Dabei entsteht quantitativ Mandelsäure; diese 
ist bemerkenswerterweise zu mehr als vier Fünftel optisch aktiv, indem 
die kristallisierte Säure 82% 1(+)-Mandelsáure enthält. 

Hinzufügen können wir noch, daß ein anderer Milchsäure pro- 
duzierender Organismus, das Bacterium lactis aerogenes, sich ganz wie 
alle übrigen genannten Erreger verhält. Auch in Berührung mit 
ihm geht Methylglyoxal in längstens 16 Stunden quantitativ in racemische 
Milchsäure über, während innerhalb zweier Tage aus Phenylglyoxal 
quantitativ Mandelsäure mit einem Überschuß von 10% an d(—)- 
Komponente entstand. — 

Es verdient hervorgehoben zu EE wie verschieden ein und derselbe 
Erreger auf zwei so nahestehende Substrate — das Methylglyoxal einerseits 
und das Phenylglyoxal andererseits — in bezug auf die stereochemischen 
Verhältnisse bes der Dismutation einwirkt?). 

Damit sind unsere Untersuchungen über die Entstehung von Milch- 
sáure aus Methylglyoxal unter dem Einfluß von Bakterien zu einem 
bestimmten Abschluß gebracht. Das Ergebnis ist, daß eine Anzahl von 
Vertretern aus verschiedenen Reihen der Milchsäure liefernden Bakterein 
im Methylglyoxal ein adäquates Substrat finden. 


Experimentelles. 
1. Ansätze mit Bacillus Delbrücki. 


a) a. Zur Verwendung gelangte — nach Ermittlung an einer kleinen 
Probe — eine Bakterienmenge entsprechend 9,8g Trockensubstanz. 
Diese wurde in 1900 ccm entkeimten Leitungswassers suspendiert und 
nach Zugabe von 10 g Calciumcarbonat mit 10,0 ccm einer 13,6 % igen 
Methylglyoxallósung versetzt. Das Gemisch wurde sodann auf ein 
Volumen von 2 Litern aufgefüllt und mit Kohlensäure gesättigt; die 


1) Vgl. hierzu Paul Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 

2) Vgl. hierzu C. Neuberg und E. Simon, Über die Dismutation des 
racemischen Valeraldehyds durch verschiedene Essigbakterien. Diese 
Zeitschr.174, 452, 1926; 179, 443, 1926. 
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Flasche blieb paraffiniert im Thermostaten bei 37% stehen. Nach 
16 Stunden konnte in einer entnommenen Probe kein Methylglyoxal 
mehr nachgewiesen werden. 

Nach dem Zentrifugieren wurde in einem Anteil von 100 ccm eine 
Milchsäurebestimmung nach dem Oxydations-Titrations-Verfahren vor- 
genommen. In 100 ccm wurden 0,0819 e Milchsäure ermittelt, so daß 
sich für den Gesamtansatz 1,638 g Milchsäure ergaben. Auf Grund 
der Anfangsbestimmung des Ketonaldehyds waren 1,70 g Milchsäure 
zu erwarten. 

Das Zentrifugat wurde mit Calciumcarbonat bis auf ein kleines 
Volumen eingeengt und mit dem doppelten Volumen absoluten Alkohols 
heiß versetzt; dann wurde schnell filtriert und mehrmals mit warmem 
75%igen Alkohol nachgewaschen. Nach dem Abdunsten des Wein- 
geistes und der Entfernung von Verunreinigungen durch Filtration 
kristallisierte das Calciumlactat direkt aus. Das Salz wurde in 
heißem Wasser gelöst und das Calcium durch Zugabe von etwas über- 
schüssiger Oxalsäure entfernt. Die filtrierte Flüssigkeit wurde mehrere 
Stunden mit alkalifreiem Zinkoxyd gekocht. und darauf filtriert. Nach 
dem Einengen schied sich das Zinklactat aus; die Rohausbeute daran 
belief sich auf 2,8g. Die Substanz wurde mit etwas Eiswasser an- 
gerieben, auf Ton gestrichen und alsdann aus heißem Wasser mit 
wenig Tierkohle umkristallisiert. 

Nach erneutem Abpressen auf Ton lieferte die Substanz folgende 
Analysendaten: 


0,1517 g gaben bei 110% 0,0270 g Wasser ab, 
0,1247 g entwässerter Substanz lieferten 0,0416 g ZnO. 
(C¿H;¿03)22n + 3H,0: Ber.: H,O = 18,16%; ZnO = 27,36%. 
Gef.: H,O = 17,80%; ZnO = 27,42%. 
Es liegt somit reines d, 1-Zink-lactat vor. Auch die Mutterlauge 
dieses optisch inaktiven Salzes wies keinerlei Drehungsvermögen auf. 
D Zur Kontrolle wurden 5,0ccm der 13,6%,igen Methylglyoxal- 
lösung unter Zugabe von 5g Calciumcarbonat auf ein Volumen von 
1000 ccm gebracht. Unmittelbar bei Beginn des Versuchs und nach 
seiner Beendigung wurden 200 ccm abfiltriert und auf den Gehalt an 
Methylglyoxal durch Bestimmung der p-Nitro-phenylosazon-menge 
analysiert. Die Abnahme durch Selbstzersetzung machte 3,8%, aus. 
b) u.c) Zwei weitere in gleicher Weise mit destilliertem Wasser 
(statt Leitungswasser) angesetzte Versuche ergaben dasselbe Resultat. 


2. Ansatz mit Bacillus Delbrückt: ohne Calciumcarbonat. 


Eine Bakterienmenge, deren Trockengewicht 11,8 g betrug, wurde 
mit 5,0 ccm einer 21,8% igen Methylglyoxallósung und mit destilliertem 
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Wasser auf ein Volumen von 2000 ccm gebracht. Obgleich nach 3 Tagen 
eine kleine Menge des Methylglyoxals immer noch unangegriffen war, 
schritten wir zur Aufarbeitung. Ein aliquoter Teil des zentrifugierten 
Ansatzes diente zur Ermittlung der Milchsäure nach der Oxydations- 
Titrations-Methode. In 100 ccm Zentrifugat wurden 0,0675g Milch- 
säure gefunden und für den gesamten zentrifugierten Ansatz 1,308 g 
Milchsäure. 

In anderen 100 ccm Zentrifugat wurde außerdem das nicht um- 
gewandelte Methylglyoxal als p-Nitro-phenyl-osazon bestimmt. Gef.: 
0,057 g Osazon, woraus sich für den Gesamtansatz 0,0331 un- 
angegriffenes Methylglyoxal berechnen. 

1180 ccm des Zentrifugats wurden mit 3ccm Phenylhydrazin!) 
versetzt und am folgenden Tage in vacuo eingeengt. Nach Filtration 
von Methylglyoxal-osazon wurde dreimal so viel Bariumhydroxyd 
hinzugegeben, als der überhaupt möglichen Menge Milchsäure äquivalent 
ist. Dann wurde 2 Stunden auf dem Baboblech gekocht, um eventuell 
entstandenes Milchsäurehydrazid zu zerlegen. Darauf wurde filtriert 
und mehrmals ausgeäthert. Die mit Kohlensäure behandelte, filtrierte 
und mit Tierkohle geklärte Flüssigkeit wurde auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefüllt und in einem aliquoten Teile der Bariumgehalt 
ermittelt. Die restierende Lösung wurde mit der berechneten Menge 
Zinksulfat versetzt und nach dem Abfiltrieren des Bariumsulfats das 
Zinklactat in üblicher Weise gewonnen. Die Rohausbeute an inaktivem 
Salz war 1,13g aus dem verarbeiteten Anteil. 

0,1513 g Substanz gaben bei 110° 0,0272 g Wasser ab und lieferten 
0,0415 g ZnO. 

(C,H,0,),Zn + 3 H,O: Ber.: H,O = 18,16%; ZnO = 27,36%, 
Gef.: H,O = 17,98%; ZnO = 27,40%. 


8. Ansatz mit einem Acetonpräparat des Bacillus Delbrücki. 


Zur Verwendung gelangten 10,3g Acetonbakterien?), die mit 
10 g Calciumcarbonat und mit Wasser sowie 4 cem einer 20,62 % igen 
Methylglyoxallösung auf ein Volumen von 2 Litern gebracht wurden. 
Nach 16 Stunden war aller Ketonaldehyd verschwunden. Die Auf- 
arbeitung erfolgte in gewöhnlicher Weise. Die Milchsäurebestimmung 
zeigte 0,0513 g Milchsáure in 100 ccm Zentrifugat an. 

Für den gesamten zentrifugierten Ansatz berechnen sich 1,004 g 
Milchsäure, das sind 97%, der Theorie. 

Es lag wieder racemisches Zink-lactat vor. 


1) Statt dessen kann auch das p-Nitrophenylhydrazin in alkoholischer 
Lösung verwendet werden. 
2) Darstellung wie für Aceton-Hefe. 
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4. Ansatz mit Bacillus Delbrücki und Phenylglyozal. 


Zu einer Aufschwemmung von Bacterium Delbrúcki, entsprechend 
12,0 g Trockensubstanz, wurden 10 g Kreide nebst 1,5 g Phenylglyoxal- 
hydrat, gelöst in 75 ccm Wasser, gefügt und ein Volumen von 1000 ccm 
hergestellt. Am folgenden Tage war das Phenylglyoxal verbraucht. 
Das Gemisch wurde zentrifugiert und die Lösung auf dem Wasserbade 
eingeengt. Mit konzentrierter Kaliumcarbonatlösung wurden alle 
Calciumionen beseitigt und nun mit Methylsprit die Verunreinigungen 
ausgefállt. Der Rückstand wurde viermal mit warmem Sprit (75 %ig) 
behandelt. Nach dem Filtrieren und Abdampfen des Alkohols wurde 
der Rückstand in Wasser aufgenommen, filtriert, mit Schwefelsäure 
angesáuert und sechsmal ausgeáthert. Die ätherischen Lösungen 
wurden über Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdampfen des 
Äthers kristallisierte die Mandelsäure direkt aus, in einer Rohausbeute 
von 1,5g. Die entstandene Mandelsäure war dextrogyr. Nach dem 
Umkristallisieren aus Benzol schmolz sie bei 122%, und die Drehung einer 
2,532 % igen wässerigen Lösung im 2-dem-Rohr war a= + 6,36°, 
d.h. [a]p = + 125,6°. 

Es lag also hier eine 81,93 % ige 1(+)-Mandelsäure vor. 


ó. Ansatz mü Bacterium lactis aerogenes. 


Eine Bakterienmenge, die 16,8 g Trockenmaterial entsprach, 
wurde zusammen mit 10 g Calciumcarbonat und 20 ccm einer 5,0 % igen 
Methylglyoxallósung sowie destilliertem Wasser digeriert. Gesamt- 
volumen 1000 ccm. Nach 16 Stunden quantitative Umwandlung des 
Methylglyoxals in inaktive Milchsäure. 

Gef.: 1,245 g Milchsäure im Gesamtansatz; ber.: 1,25 g. 

0,1504 g Substanz gaben bei 110° 0,0274 g Wasser ab und lieferten 
0,0407 g ZnO. 


(C,H,0,),Zn + 3 H0O: Ber.: H,O = 18,16%; ZnO = 27,36% 
© Gef.: H,O = 18,21%; ZnO = 27,06 %. 
6. Ansatz mit Bacterium lactis aerogenes und Phenylglyozal. 


Ein Ansatz mit B. lactis aerogenes und Phenylglyoxal, der analog 
Versuch 4 angestellt und aufgearbeitet wurde, lieferte quantitativ 
Mandelsäure, die 10% an lävogyrer Raumform einschloß. 
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XVIII. Mitteilung: 
Zur Kenntnis der Weizenstärke. 


Von 


M. Samec. 
(Nach Versuchen von L. Guzelj, J. Kavcic und L. Klinc.) 


(Aus dem chemischen Institut der Universität in Laibach.) 


(Eingegangen am 30. April 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Spezifität der Stärkearten verschiedener Provenienz findet 
nicht nur in einer morphologischen Verschiedenheit der Stärkekörner 
ihren Ausdruck, sondern beherrscht auch das physikochemische und 
kolloidchemische Verhalten der einzelnen Stärkeformen so ausschlag- 
gebend, daß bei Wahl passender Methoden aus dem Verhalten der 
Stärkekleister bzw. der Stärkelösungen die die Stärke liefernde Pflanzen- 
art erschlossen werden kann und sogar zwischen Stärkeproben aus ein 
und derselben Pflanzenart unterschieden werden kann!). 

Bei einer systematischen Durchprüfung mehrerer Vertreter der 
Stärkegruppe trat unter anderen besonders die grobe Verschiedenheit 
des resistenteren Stärkeanteils in den Vordergrund, und es gelang, die 
bisher untersuchten Amylopektinanteile verschiedener Stärkearten in 
zwei Gruppen zusammenzufassen, von denen die eine (die Knollen- 
amylopektine mit dem Hauptrepräsentanten, dem Kartoffelamylo- 
pektin) eine einfache und innige Beziehung zwischen dem Phosphor- 
gehalt und dem elektrochemischen Verhalten erkennen lassen, während 
bei der zweiten Gruppe (den Samenamylopektinen mit dem typischen 
Repräsentanten, dem Weizenamylopektin) zwar auch reichliche Mengen 
undialysablen Phosphors gefunden wurden, ohne daß die elektro- 
chemischen Eigenschaften derselben hiermit quantitativ in Einklang 
gebracht werden konnten?). 


1) M. Samec und H. Haerdtl, Kolloid. Beih. 12, 282, 1919. 
2) M. Samec, M. Minaeff und N. Ronzin, ebendaselbst 19, 203, 1924. 
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So ist z.B. die Leitfähigkeit der Weizenstärkelösungen fast um 
eine Zehnerpotenz niedriger, als dem P,O,-Gehalt bei Annahme einer 
einstufigen Ionisation der Amylophosphorsäure entsprechen würde, 
die Lösungen zeigen auch nach ausgiebigem Waschen der Körner mit 
HCl und nach energischster Elektrodialyse nur eine minimale H-Ionen- 
aktivität. Hierbei konnte die Annahme, daß der Phosphor etwa in 
Form von phosphorhaltigen Eiweißkörpern beigemengt wäre, experi- 
mentell nicht begründet werden!). 

So lag es an der Hand, in erster Linie die Metallionen, welche die 
vermutliche Amylophosphorsäure absättigen, einer Durchprüfung zu 
unterziehen, dies um so mehr, als einzelne Forscher?) nur diesen die 
Ursache für alle bestehenden Unterschiede zuschreiben. 


I. Die Metallionen der Weizenstärke. 


Die Analyse der Kartoffel- und der Weizenstärke zeigt tatsächlich 
gewisse Unterschiede im Gehalt an Mineralsubstanzen. Tabelle I gibt 
einen Überblick?) über die hierbei erhaltenen Resultate. Um bei der 
Berechnung der Resultate von den Unsicherheiten, welche in der 
Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts liegen, unabhängig zu sein, 
führten wir auch die organische Elementaranalyse beider Stärken durch 
und rechneten die Trockensubstanz aus dem Kohlenstoffgehalt nach 


der Formel C,H,,0;- 
Tabelle 1. 


Mineralbestandteile der Kartoffelstárke und der Weizenstárke. 
li 100 g trockener Stärke enthalten 


P 1 —— 
S bei Kartoffelstärke I! bei Weizenstärke 


O e Aquiv. X 105 | g Aquiv. X 105 


AE I 0.872 i — 0,294 | — 
Uria a A I; 0,069 229 0,019 63 
Prisa u ir c i 0,176 742 0,149 | 620 
SO a as e een dE 0,008 20 0,066 160 
CO u A 0,058 207 0,042 149 
MOD eu an | 0,001 5 0,026 129 
KO: Ai e rie Sr e os e 0,018 38 0,027 57 
NO ae ee een a i 0,008 26 0,032 100 
76, 054 4.4 a a ı Spur — Spur — 
Summe der Säureäquivalente — 991 — 843 
Summe der Basenáquivalente — 276 — 435 
Differenz Säure—Basenäqui- 

REENERT E ) — 715 — 408 
Summe Sáure- + Basenäqui- 

valente e une o — 1267 — 1278 


1) M. Samec, M. Minaeff und N. Ronzin, l. c. 
2) J.J. L. Zwikker, Rec. trav. bot. neerlandais 18, 98, 1921. 
3) Kartoffelstárke Kahlbaum entfettet und Weizenstárke reinst Ph. VIII. 
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Prozentual gemessen, ist der Aschengehalt der Kartoffelstärke 
größer als der Aschengehalt der Weizenstärke, doch verschwindet 
diese Differenz, wenn man die Aschenstoffe in Äquivalenten angibt. 
Der Phosphorgehalt ist bei der vorliegenden Weizenstärke etwas ge- 
ringer, der Schwefelgehalt höher als bei der Kartoffelstárke. Das - 
Calcium, welchem eine so große Bedeutung für die größere Passivitát 
des Weizenstärkeamylopektins zugeschrieben wurde, ist in unserem 
Falle gerade in der Kartoffelstärke viel reichlicher vertreten als in der 
Weizenstärke, wohl aber zeigt letztere eine besondere Anhäufung von 
Magnesium. Die Mineralsubstanzen der Kartoffelstärke ergeben zu- 
sammen einen bedeutend größeren Säureüberschuß als bei der Weizen- 
stärke. Dieser Unterschied wird noch viel größer, wenn man die 
Phosphorsäure anstatt dreibasisch zweibasisch in Rechnung setzt, 
was ja der Gruppierung R-OPO,H, entspricht. In diesem Falle 
findet man in der Kartoffelstárke pro 100 g Trockensubstanz einen 
Säureüberschuß von 513 . 10% Äquivalenten, in der Weizenstárke aber 
nur 83. 10768 Äquivalente. 

Es ist auf den ersten Blick befremdend, daß die Kartoffelstärke 
diesen Säureüberschuß einer Anreicherung von Kieselsäure verdankt. 
Vergleicht man jedoch die Äquivalentmenge dieser sauren Komponente 
(229 . 1076) mit dem Basengehalt, so ergibt sich, daß das Calcium und 
Magnesium zusammen (212 . 1078 Äquivalente) völlig von der Kiesel- 
säure neutralisiert werden können, so daß die Phosphorsäure ihre 
Säurewirkung frei betätigen kann. 

In der Weizenstärke hingegen werden von den 278.108 Äqui- 
valenten der Erdalkalimetalle nur 63.1076 Äquivalente durch die 
Kieselsáure abgebunden; da ferner die Summe der Alkalimetalle 
(157 . 1076 Äquivalente) durch die Schwefelsäure gedeckt ist (160 . 1076 
Äquivalente), müssen in der Weizenstárke sehr wohl das Calcium und das 
Magnesium auch mit einem Teile der Phosphorsäure in Beziehung stehen. 

Da sich die Erdalkaliamylophosphate kolloidchemisch wesentlich 
anders verhalten als die Kaliumsalze und die freie Säure, ergibt die 
beschriebene Analyse scheinbar tatsächlich einen doppelten Grund 
für eine Differenz der Kartoffel- und der Weizenstärke: 1. Die Gegen- 
wart freier Säure in der Kartoffelstärke, welche bekanntlich die Bildung 
feindisperser, kolloider Lösungen begünstigt. 2. Die Absättigung der 
. Phosphor- bzw. Amylophosphorsäure mit Calcium und Magnesium in der 
Weizenstärke, wodurch lyophobere kolloide Komplexe bedingt werden. 

Wie jedoch zum Teil schon anläßlich früherer Versuche beobachtet 
wurde?), läßt sich aus dieser Divergenz das eigenartige Verhalten des 
Weizenamylopektins und damit der Samenamylopektine nicht verstehen. 


1) Vgl. M. Samec, M. Minaeff und N. Ronzin, l. e 
22* 
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II. Mineralstoffbewegung beim Waschen mit verdünnter HCl. 


Der Chemismus der Mineralbestandteile im Stärkekorn wird durch 
wiederholtes Waschen mit verdünnter HCl wesentlich verändert. Nach 
übereinstimmenden Beobachtungen verschiedener Autoren gibt Kar- 
toffelstärke hierbei vorwiegend die basischen Elemente ab, so daß die 
Asche immer reicher an Phosphorsäure wird. Bei einer solchen Serie 
erhielt E. Fouard!) nachstehende Werte (Tabelle 11). 


Tabelle II. Veränderung des Aschengehalts und des Phosphorgehalts 
beim Waschen der Kartoffelstärke mit verdünnter HCl. 


Zahl der Behandlungen mit H CI 


Asche . g | 0,331 | 0,150 | 0,115 | 0,150 | 0,160 | 0,140 
P Os. | el 0151 | 0104 | 0094 | 0091 | 0088 | 0.088 
Aq.P¿0¿x105 ¡| 687 | 439 | 399 | 388 | 374 | 372 


Behandelt man in der gleichen Weise Weizenstárke mit verdúnnter 
Sáure, so verliert auch sie einen groBen Teil der Kationen, doch treten 
gleichzeitig mit diesen auch Anionen aus dem Stárkekorn aus, so daß 
sich der Säureüberschuß im mineralischen Anteil des Kornes nicht 
vergrößert. | 


Tabelle III. Veränderung der Mineralstoffe 
beim Waschen der Weizenstárke mit 1% HO bzw. 1% H,F,. 


S Einmal gewasch. 
Native Stärke mit (äis HO 


| Zweimal gew. |, Einmal gewasch. 
mit 1%/, HCI mit 10/9 HaFa 


l 
d |» gl a |f g ad le a A le wi 
oe Y l o o a e e Y D v a ka e 
e © wA -Ô © xD SO a0 
Bestandteil 2? e 3| 23 OPEN 23 a 23 ps 
| "ag GER e x3 2 eo e x5 E e SG xS 2 
j SS ER “u KK) a9 332 WÉI 532 
ke e Ss ve > rol me E {M I te e? E 
sw E E x“ E: E vw E E < E 


Asche. ...... 0085| — | | 
SOS A. wé oea 28 00091 26 : 0,000 
Eier, A aa 440 0,093 | 392 | 0,112 
SO: wine mer 18 0.007 | 18 10,008| 21 
CaO s.m. 37 0,004 | 14 |; 0,004 12 
Mg0....... DI 9°. 0,002 9 |; 0,002 9 
KaO dr RE e 0,027 | 57 | 0,002 5 10,002 5 0,001 3 
Nag0....... 0,032 | 100 | 0,007 | 22 10,006 | 18 ; 0,005 14 
Sum me der Säureäqui- | | 

valente x 105 . . — 843 | — 486 — 436 — 491 
Summe der Basenäqui- |! i 

valente x 105 . . À — | 435 l — | 73 — | 46% — | ag 
Diff. Säure- — Basen- | li a 

áquivalent x 102. | — | 408 | — | 413 | — | 390 ; — | 458 


Anmerkung. SiO, = 2 Aquiv. POs = 6 Aquiv. SO; = 2 Aquiv. 


1) C.r. 144, 501, 1907. 
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Die in der Tabelle III zusammengestellten Resultate wurden wie 
folgt gewonnen. 100 g Weizenstärke wurden in 360 ccm 1%, Salzsäure 
suspendiert und 4 Stunden gründlich turbiniert; nach 12stiindigem 
Absitzenlassen wurde die Säure abgegossen, mit derselben Menge 
Säure ersetzt und dieser Prozeß fünfmal wiederholt. Die Stärke war 
also insgesamt etwa 80 Stunden mit der Säure in Berührung, hiervon 
ein Viertel der Zeit in lebhafter 
Bewegung. Nun wurde 12- bis 
l5mal mit destilliertem Wasser 
gewaschen; die Leitfähigkeit des 
letzten Waschwassers hat sich 
bei Berührung mit Stärke nicht 
verändert. Die nun resultierende 


700 
Suspension wurde 24 Std. unter 


lebhaftem Rühren elektrodialy- $ 

siert, wobei die Stärkekörner eine E ootd 

ausgesprochen anodische Wande- 3 

rungstendenz zeigten. Nach dem $ ` 

Abnutschen wurde der Stärke- X eg KE 

kuchen mit Alkohol von der $ Sa l Ss Zeg 
Hauptmenge des Wassers befreit $ ka Söuren-Basen " EA 
und 2 bis 3 Tage zwischen Fil- Ba) = A E 
trierpapier ausgebreitet an der e Bann 

Luft trocknen gelassen. Der y rare, Sie u 
Wassergehalt betrug 13,51 % (bei N 300 


105% getrócknet); mikroskopisch 


Y 


AR 


lieB sich eine schwache Auf- 
quellung der Körner beobachten, 
auch zeigten einzelne Körner 
radiale Sprünge. Eine solche 
Reinigungsserie entspricht also 
etwa der fünfmaligen Säure- 
behandlung, wie sie für Kartoffel- 
stärke in Tabelle II beschrieben 
wurde. Um den Grad festzu- 
stellen, bis zu welchem eine der- 
artige Reinigungsprozedur fort- 
geschritten ist, wiederholten wir die eben beschriebenen Vorgänge noch 
einmal und geben die dabei beobachteten Resultate in der Rubrik: zweite 
Waschserie an. Wie leicht ersichtlich, bringt die zweite Waschserie 
nunmehr geringfügige Änderungen der Aschenstoffe mit sich (Abb. 1). 


Wenn auch der Phosphorgehalt der Weizenstärke bei der hier 
geübten Säurebehandlung um etwa ein Drittel des Anfangswertes 


romm - A 


7 E DEE 
Abb. 1. 
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abnimmt, so ist doch eine ausgesprochene Phosphorretention nach- 
gewiesen, und nach der zweiten Waschserie macht das Phosphor- 
pentoxyd 90% der im Stärkekorn vorhandenen sauren Mineralbestand- 
teile aus. 

Die austretenden sauren und basischen Anteile sind einander 
nahezu äquivalent. So verloren 100 g unserer Stárkeprobe bei der 
ersten Waschserie 357 . 10-5 Äquivalente saure und 362 basische und 
bei der zweiten Waschserie 50 saure und 46 basische Anteile. Da im 
verbleibenden Mineralstoffrest die Kieselsäure und die Schwefelsäure noch 
mit 44 . 10-5 Äquivalenten pro 100 g Substanz vertreten sind, decken 
sie den gesamten noch vorhandenen Basenrest (46 . 10-5 Äquivalente), 
und die Phosphorsäure erscheint unneutralisiert. Betrachtet man ` 
schließlich die Bewegung der einzelnen Ionen bei der Säurebehandlung, 
so liegt die Annahme auf der Hand, daß durch die Säurewäsche die 
anorganischen Salze aus dem Stärkekorn entfernt werden, und daß 
die nicht entfernbare Phosphorsäure a priori nicht an Metalle gebunden 
im Stärkekorn vorhanden ist. Diese Annahme steht im völligen Einklang 
mit den seinerzeit gemachten Beobachtungen über die Passivität der 
in der Weizenstärke anwesenden Phosphorsäure. 


II. Entfernung der Kieselsáure. 


Es wäre denkbar, daß-dieses besondere Verhalten der Weizenstärke- 
Phosphorsäure durch eine Paarung derselben mit Kieselsäure zustande 
käme. Von diesem Gesichtspunkte aus behandelten wir eine Portion 
Stärke anstatt mit HCl mit 1% Fluorwasserstoffsáure. Die Dauer 
der Säurewirkung und die weitere Art der Reinigung war sonst ganz 
analog der Salzsäurebehandlung. Das Resultat ist aus Tabelle III 
ersichtlich: die Kieselsáure ist völlig aus dem Stärkekorn verschwunden, 
mit ihr erkleckliche Mengen von Calcium, und zwar sind sich die durch 
H,F, ausgewaschenen SiO,- und CaO-Mengen nahezu äquivalent. 
Die Elution der anderen Kationen ist bis zu demselben Grade gediehen 
wie bei der gleich energischen Salzsäurewäsche. 

Durch das Austreten der Kieselsäure ist jedoch die Phosphorsäure 
nicht aktiver geworden. Der P,O,-Gehalt der Flußsäurestärke ist 
etwas höher als der der HC]-Stärke, die Leitfähigkeit und H-Ionen- 
aktivität aber bleiben im wesentlichen ungeändert, so daß dieser Befund 
gegen die Annahme von Silikophosphaten spricht. 


IV. Elektrochemisches Verhalten der Weizenstärke nach partieller Elution 
von Mineralstoffen. 

Bei aller Verschiedenheit der Vorbehandlung ergibt demnach die 

Aschenanalyse für 100 g trockene Weizenstärke einen Säureüberschuß 

von rund 400 . 105 Äquivalenten. Nimmt man eine Valenz der Phosphor- 
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säure als verestert an, bleiben bei der zweimal mit HCl behandelten 
Weizenstárke in 100 g Trockensubstanz 307 . 10-5 Äquivalente freier 
Säure. 1 Liter einer 1% Lösung dieser Stärke müßte bei Annahme 
des Leitfähigkeitskoeffizienten = 1 und Vernachlässigung der Leit- 
fähigkeit des Kolloidions eine spezifische Leitfähigkeit K = 9,7 . 1078 
rez. Ohm, eine H-Ionenaktivität von der Größenordnung 1,5 bis 3 . 1074n 
und ein der freien Sáure entsprechendes Basenneutralisationsvermógen 
aufweisen. Das Experiment weicht aber von dieser Erwartung sehr 
stark ab. 


Tabelle IV enthält die diesbezüglichen Angaben, welche an Weizen- 
stärkelösungen nach 1,stündigem Erhitzen auf 120° in Jenaer Gefäßen 
gewonnen wurden. Jede Lösung wurde ferner durch 2 Tage und 300 Volt 
Elektrodenspannung elektrodialysiert und die dabei auftretenden 
Phasen separat untersucht. Die Resultate sind in derselben Tabelle 
verzeichnet. 


Die Lösung ungewaschener Stärke, in welcher also noch alle durch 
Säure entfernbaren Salze enthalten sind, zeigt eine Leitfähigkeit von 
42 .107$, alle anderen Lösungen, namentlich aber die daraus elektro- 
dialytisch erhaltenen Lösungsanteile, bleiben noch viel mehr hinter 
dem erwarteten Werte zurück. 


Diese Diskrepanz zwischen Rechnung und Experiment ist bei der 
elektrometrisch ermittelten H-Ionenaktivität noch größer, es handelt 
sich da um Differenzen von nahezu zwei Zehnerpotenzen!). 


Einzig und allein das Basenneutralisationsvermögen der elektro- 
dialytisch erhaltenen Gelfraktionen kommt dem aus dem P-Gehalt 
berechneten Säuregrad näher. So neutralisiert 1 Liter einer 1%, Lösung 
der Amylopektinfraktion, welche aus ungewaschener Stärke dargestellt 
wurde, 10,2 . 1075 Äquivalente Soda, also mit jedem Grammatom P 
etwa ?/, Äquivalente Soda. Etwa das gleiche Verhältnis finden wir 
auch bei der Salzsäurestärke; bei der Flußsäurestärke aber neutralisiert 
das Grammatom P 1,37 Äquivalente Soda, trotzdem die H-Ionen- 
aktivität auch bei diesem Präparat eine sehr niedrige ist?). 


1) Die hier ermittelten Werte der H-Ionenaktivität sind etwas höher 
als seinerzeit von M. Samec, M. Minaeff und N. Ronzin beobachtet wurde. 
Der Grund liegt einerseits in der Verschiedenheit des Stärkematerials 
(die jetzt untersuchte Stärke ist wesentlich P-reicher), andererseits in der 
Dauer der Elektrodialyse. Wir begnügten uns mit einer etwa 72stündigen 
Stromwirkung, die genannten Autoren dekantierten das Amylopektin- 
koagulum wiederholt mit H,O, was 1, bis 2 Wochen in Anspruch ge- 
nommen hat. 

2) Die Titration wurde elektrometrisch mit Soda ausgeführt. Das 
Kartoffelamylopektin neutralisiert mit jedem Grammatom P 1,6 Äqui- 
valente Soda. 
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Bei der Elektrodialyse erfolgt eine analoge Verschiebung im 
Mineralstoffgehalt wie bei der Säurebehandlung: eine schwache Ab- 
nahme des P,O,-Gehalts, starker Abfall der Schwefelsäure und mäßig 
starker Abfall der Kieselsäure. Da nach den vorstehenden Ausführungen 
die Passivität der Phosphorsäure in der Weizenstärke a priori gar nicht 
durch Absättigung mit Kationen gegeben ist, sondern durch einen 
anderen noch festzustellenden Grund, ist es verständlich, daß die 
Elektrodialyse ebensowenig wie die Säurebehandlung eine Aktivierung 
der aziden Natur der Weizenstärkelösungen hervorrufen kann. 


So führt die bisherige Überlegung zu der Frage, inwiefern sich die 
Unterschiede zwischen der Kartoffel und der Weizenstärke durch 
erentuelle Verschiedenheit der organischen Komponente verstehen 
lassen. 


Y. Verhalten der Weizenstärke beim Erhitzen mit Wasser unter Druck. 


Die Antwort darauf gibt das fraktionierte Lösen der Stärke. Wir 
erhitzten hierzu einen 2%, Weizen- und Kartoffelstárkekleister auf 
120%, unterbrachen in gewissen Intervallen den Kochprozeß, trennten 
aus der jeweilig erhaltenen Lösung elektrodialytisch die Gelfraktion 
ab und charakterisierten in üblicher Weise die einzelnen Fraktionen. 
Der Gang der Fraktionierung war folgender: 


Durch Eingießen einer Stárkesuspension in Wasser von 95% erhaltener Kleister 
(a Stunde auf 120° erhitzt 
y 


Lösung 1 
elektrodialysiert 


ol 1 Gel 1 
in 2% Lösung 1 Stunde auf 120° erhitzt 
ý 
Lösung 2 
elektrodialysiert 
Sol 2 Gel 2 
in 29, 'Lösung 2 Stunden auf 120° erhitzt 
ý 
Lösung 3 
elektrodialysiert 
Sol 3 Gel 3 


in 2%, Lösung 2 Stunden auf 120° erhitzt 
y 


Lösung 4 
elektrodialysiert 


Sol 4 Gel 4 
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Der leitende Gedanke bei diesem und den folgenden Peptisations- 
und Fraktionierungsversuchen war die Annahme, daß infolge besonders 
hoher Aggregation bei der Weizenstärke die Stärkesubstanzen vielleicht 
nicht so leicht in jenen Dispersitätsgrad gebracht werden könnten, wie 
etwa bei der Kartoffelstärke, und aus diesem Grunde eine so viel ge- 
ringere elektrochemische Aktivität aufwiesen. Das äußere Bild der 
einzelnen Fraktionen, welches wir nachstehend wiedergeben, paßt sehr 
gut zu dieser Annahme. 


Fraktion 


Nr. Lösung Sol Gel 
Weizenstärke. 

1 heiß: etwas durchschei- | ziemlich klar mit milchigweiße, dieke 
nend, kalt: grauweiß | bläulicher Opales- Suspension 
undurchsichtig, suspen- zenz 

soid 

2 |i heiß: durchscheinend, | etwas trüb, bläulich | grauweiße, dicke, klum- 
| kalt: undurchsichtige opaleszent pige Suspension 
grauweiße dicke Suspen- 

sion 

3 undurchsichtig weißlich | klar, mit starker | milchig weiß, klumpig 
| Opaleszenz 

4 | undurchsichtiggrauweiß | klar mit bläulicher | weiß, knollig, teilweise 

Opaleszenz flockig 
Kartoffelstárke. 

1 fast klar, etwas opales- ` völlig klar, nur in klare, durchsichtige, 

zent sehr dieker Schicht kompakte (rallerte 


etwas opaleszent 


2 klar mit schwacher Opa- klar, ohne Opales- | gelblich. nicht mehr ganz 


leszenz zenz durchsichtig, wie eine 
sehr fein dispergierte 
Suspension 
3 gelbliche, opaleszente, | klar, ohne Opales- | 2 Schichten. Oben klar, 
dünne Suspension zenz farblos,unten suspensoid, 
gelblich 
4 graugelblich, etwas trüb l klar, ohne Opales- | dieke, schmutziggelbe 
| ` zenz Suspension 


Wir finden bei Weizenstärke durchweg milchige, völlig undurch- 
sichtige Amylopektinfraktionen, welche beim Erhitzen unter Druck 
allmählich in klare Sole übergehen; die Opaleszenz der letzteren deutet 
jedoch immer noch auf eine gröbere Substanzverteilung hin als bei 
den entsprechenden Kartoffelstärkesolen, welche wasserklar und frei 
von jeder Opaleszenz sind. Ohne Zweifel stehen die in Solform ge- 
brachten Substanzanteile beider Stärkearten einander viel näher als 
die elektrodialytisch fällbaren Anteile. 
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Die Geschwindigkeit, mit welcher dieser Übergang erfolgt, läßt 
sich aus dem Vergleich der in gleichen Zeitabschnitten in die Solform 
übergegangenen relativen Mengen unschwer abschätzen. Diese beträgt 


| Bei Weizenstárke | | Bei Kartoffelstárke 
9 Do 


in der Lösung 1... . | 26 19 
dE. wë Ta ee] 35 20 
a we | 27 27 
n n ” l 44 29 


oder in Prozenten der Ausgangsmenge 


Bei Bei 
erhitzungsdauer von | Weizenstárke | Kartoffelstárke 


Nach einer Gesamts | 


Stunden 9% 9% 
in der Lösung 1. > Ua | 
TNS 5 Zu ı 11, 
mn p ” 3. 313 
” n ” 4 ° | DI, 


Anfangs liefert also die Weizenstärke konzentriertere Sole als die 
Kartoffelstärke, doch geht die Solbildung bei beiden Stärkearten sonst 
ziemlich gleich vor sich. 


Es muß jedoch ausdrücklich darauf hingewiesen werden, daß 
die Elektrodesintegration bei den Weizenstärkelösungen viel schwieriger 
und weniger scharf erfolgt als bei Kartoffelstärke. Da ja diese Phasen- 
trennung gerade in einer Differenz der elektrischen Leitfähigkeit der 
koexistierenden Substanzanteile begründet ist und bei der Weizen- 
stärke die Amylopektinfraktion eine relativ sehr niedrige Leitfähigkeit 
besitzt, wird die Erscheinung weiter nicht wundernehmen. Da ferner 
die Gelfraktion der Weizenstärke mehr den Charakter einer dicken 
Suspension als den Charakter einer zusammenhängenden Gallert- 
schicht hat, kann es vorkommen, daß beim Abhebern des Sols ver- 
einzelte Gelteilchen aufgewirbelt werden, eine höhere Solkonzentration 
und eventuell auch einen geringen P-Gehalt der Solsubstanz vor- 
täuschen. 


Tabelle V gibt eine nähere Charakteristik der Kartoffel- und der 
Weizenstärkesole. Der geringen äußeren Verschiedenheit dieser beiden 
kolloiden Systeme entspricht auch eine gewisse Gleichförmigkeit der 
sonstigen Eigenschaften. Eine auffälligere Differenz konnte nur bei 
der Jodfarbe und bei der mittleren Molatgröße festgestellt werden. 
Die Kartoffelstärkesole sind durchweg feiner dispers als die korre- 
spondierenden Weizenstärkesole, und sie führen nach kürzerer Erhitzungs- 
dauer und in reichlicherer Menge die mit Jod sich rötende [bekanntlich 
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sehr lösungsstabile!)] Stárkekomponente. Diese beiden Tatsachen 
lassen die größere Opaleszenz und die stärkere Tendenz der Weizen- 
stärkesole zur Koagulation ohne weiteres verstehen. 

Die Gelfraktionen dieser beiden Stärkearten kommen sich hingegen 
durch Druckkochen nicht wesentlich näher. Es bleiben daher die 
auffälligen Unterschiede der Lösungen beim Erhitzen unter Druck 
durch viele Stunden erhalten und weichen erst in jenem Zeitpunkt, 
wo die Gelfraktionen so gut wie ganz in die Solform übergegangen sind. 
Eine Charakteristik verschieden lange gekochter Weizenstärkelösungen 
geben die Zahlenwerte der Tabelle VI. 

Die wesentlichste Veränderung, welche die Stärkesubstanzen bei 
neutraler Reaktion während des Druckkochens erleiden, ist nach 
den bei Kartoffelstärke gemachten Erfahrungen die Abspaltung von 
Phosphorsäure unter Freisetzen des Polysaccharids. 

Die Weizenstärke verändert hierbei, wie schon erwähnt, ihr Aus- 
sehen nicht wesentlich. Ihre elektrische Leitfähigkeit steigt mit 
steigender Kochdauer zwar an, allerdings prozentual viel weniger als 
in Lösungen gleich behandelter Kartoffelstárke. Die innere Reibung 
sinkt während des Kochens, sie nimmt aber auch während der Messung 
ziemlich stark ab und erreicht im Thermostaten erst nach mehreren 
Stunden einen konstanten, dann leicht reproduzierbaren Wert. 

Im Gegensatz zur Kartoffelstärke ergibt die Weizenstärkelösung 
keinen konstanten osmotischen Druck. Die Lösung steigt im Osmometer 
anfangs an, sinkt aber alsbald wieder. Der Osmometerinhalt entmischt 
sich nach einigen Tagen, so daß in der trüben Flüssigkeit ein der sauren 
Milch ähnliches Gerinnsel schwimmt. Das nach dem Abzentrifugieren 
übrigbleibende Sol entspricht in seiner Konzentration der Konzentration 
des elektrodialytisch abgetrennten Sols, so daß die Annahme gerecht- 
fertigt ist, daß nur dieser Substanzteil am osmotischen Druck beteiligt 
ist. Faktisch ergaben Druckmessungen an Weizenamylopektinen 
Molatwerte von über 300000, welche wir wegen der Unsicherheit nicht 
mehr in die Tabellen aufgenommen haben. 

Der Gehalt an nicht dialysablem Phosphor sinkt mit zunehmender 
Kochdauer sehr ähnlich wie bei der Kartoffelstärke, das Silicium aber 
bleibt unverändert, und beträgt der SiO,-Gehalt durch die ganze Koch- 
dauer hindurch etwa 0,08%. 

In keiner Phase dieser Versuchsserien konnte jedoch das Weizen- 
gel in die bei der Kartoffelstärke beobachtete hochhydratisierte 
geleeartige Form gebracht werden. Sobald die Substanz der Weizen- 
stärke in „Lösung geht‘, liefert sie das bereits beschriebene opaleszente, 
wenig lösungsstabile ‚Amyloamylosen“-Sol. 


1) Vgl. M. Samec und A. Mayer, Kolloid.-Beih. 18, 272, 1921; C. r. 
172, 1079, 1921. 
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Wir stellten seinerzeit die Frage zur Diskussion, ob nicht die 
Abweichung der Weizenstärke (und mit ihr der Samenstärken überhaupt) 
in der Existenz eines Phosphorsäure-di-esters begründet wäre. Die bei 
einer solchen Gruppierung vorhandene Teilchenanhäufung würde die 
geringe Löslichkeit verständlich erscheinen lassen. Bei der Verseifung 
eines solchen Esters könnte entweder der Monoester auftreten, wodurch 
Verhältnisse geschaffen würden, wie wir sie bei der Kartoffelstärke 
finden, oder es würden beide Säurebindungen gelöst werden, was direkt 
eine Halbierung der Molate unter Bildung phosphorsäurefreier Kolloid- 
teilchen zur Folge hätte. Die Beobachtungen des Verhaltens der Weizen- 
stärkelösungen beim Erhitzen unter Druck bei 120° brachten für einen 
solchen Gedanken keine Stütze, wenn auch sie mit einer simultanen 
Verseifung eines eventuell vorhandenen Di-Esters nicht in Widerspruch 
stehen. 


Eine Steigerung der Temperatur auf 135 bzw. 155° bedingt kein 
prinzipiell anderes Verhalten der Weizenstärkelösungen als das Erhitzen 
bei 1200, Begreiflicherweise ist die in Solform übergegangene Stärke- 
fraktion um so höher, je höher die Temperatur des Kochens war; die 
mittlere Molatgröße nimmt bei Temperaturerhöhung stark ab, relativ 
große prozentuale Anteile werden durch Kollodium ultrafiltrabel; die 
Phosphorabspaltung geht nur langsam vor sich, die jeweiligen Gel- 
fraktionen werden beim Erhitzen auf 135° sogar wesentlich phosphor- 
reicher, und auch in den Solen findet sich reichlich nicht dialysabler 
Phosphor. Die Zertrümmerung der organischen Komponente führt 
demnach hier zu Molaten, welche leicht durch Pergament diosmieren. 


Trotz dieser notorisch starken Peptisation konnte eine Aktivierung 
der Wasserstoffionen nicht beobachtet werden, auch behält die Gel- 
fraktion selbst bei 155° den Charakter einer dicken weißen Suspension 
bei (vgl. Tabelle VII und VIII). Beim Erhitzen auf 135° werden die 
spezifische Leitfähigkeit und die elektrometrische Wasserstoffionen- 
aktivität der Amylopektinfraktion mit zunehmender Kochdauer sogar 
geringer, trotzdem der P,O,-Gehalt zunimmt. 


So ist also das Erhitzen der Weizenstärke mit Wasser unter Druck 
nicht imstande, eine Aktivierung der Phosphorsáure hervorzurufen, 
auch bleibt der an Kartoffelstärke beobachtete hochhydrophile Zustand 
der Stärkesubstanz vollkommen aus. 


VI. Verhalten der Weizenstárke belm Waschen mit HCl und Austrocknen. 


Eine viel weiter gehende Peptisation als beim Druckkochen er- 
fahren die Stärkesubstanzen — soweit die Beobachtungen an Kartoffel- 
stärke verallgemeinert werden dürfen — durch Waschen mit ver- 
dünnter Salzsäure, Entfernen derselben mit Wasser und gründliches 
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Austrocknen. Hierbei spielt, wie M. Samec seinerzeit zeigen konnte, 
die durch die Säurebehandlung hervorgerufene eigensaure Reaktion 
der Stärke eine ausschlaggebende Rolle. 

Wir untersuchten im Rahmen dieser Arbeit nun auch zwei solche 
Produkte. Einmal wurde die nach der auf S.341 beschriebenen 
Weise mit HCl gewaschene Stärke 4 Wochen über P,O, im Vakuum 
getrocknet, ein andermal 4 Stunden bei 105° gehalten. Die Charak- 
terisierung dieser Produkte, verglichen mit den Eigenschaften nicht 
getrockneter Stärke, ist in der Tabelle IX gegeben. 

Das Aussehen der Lösung und der aus ihr elektrodialytisch erhält- 
lichen Phasen hat sich auch durch diese Behandlung nicht wesentlich 
verändert, wohl aber hat die Amylopektinfraktion eine mehr gallertige 
Konsistenz angenommen als bei allen bisher beschriebenen Vorbehand- 
lungen. Besonders das Austrocknen über P,O, liefert eine Gelphase, 
welche sich schon merklich von den entsprechenden, aus nativer Stärke 
dargestellten Produkten entfernt. Sie läßt sich elektrodialytisch viel 
besser konzentrieren (bis auf 11 %,), zeigt eine dreimal so hohe elektrische 
Leitfähigkeit, nahezu um ein Viertel mehr PO. Die Konzentration 
der potentiometrisch aktiven H-Ionen ist zwar etwas angestiegen, 
bleibt aber immer noch in der Größenordnung von 10-6, während 
der P,O,-Gehalt etwa 230 . 1076 Grammatomen P pro Liter 1%, Lösung 
entspricht. Merkwürdigerweise aber bindet die Lösung dieses Stärke- 
produkts weniger KOH als sonst die Gele aus nicht getrockneter und 
aus bei 105% getrockneter Stärke erhaltener. Sonst aber beobachten 
wir keine Anzeichen einer weitergehenden Peptisation; es sind ja im 
besten Falle 99%, der gelösten Substanz durch Kollodium permeabel, 
während bei Kartoffelstárke bei gleicher Vorbehandlung gut 309%, 
durch Kollodium diffundieren. Diese Abweichung der Weizenstärke 
ist mit Rücksicht auf die bereits wiederholt betonte Tatsache, daß 
trotz verschiedener Säurebehandlung die Aktivität der H-Ionen in der 
Weizenstärke nicht erhöht werden kann, leicht verständlich. So 
interessant diese hier wieder zutage tretende Verschiedenheit der 
Weizenstärke und Kartoffelstärke ist, zur Klärung der in dieser Arbeit 
gestellten Frage konnte das Austrocknen der Weizenstärke nichts 
beitragen. 

VII. Peptisation durch ultraviolette Strahlen. 

Mit mehr Erfolg konnten ultraviolette Strahlen zu einer möglichst 
hydrolysenfreien Peptisation der Weizenstärke ausgenutzt werden. 
M. Samec und Zorka Antonovic bestrahlten native Weizenstárke mit 
einer 0,55-kW-Bachlampe in dünner Schicht und in einer Entfernung 
von 65cm. Sie konnten feststellen, daß unter den geschilderten Be- 
dingungen nicht nur Kartoffelstärke, sondern auch die Weizenstärke 
eine weitgehende Peptisation erleidet (Tabelle X). 
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Tabeli 
Peptisation nativer Weizenstärk 
z S Der 2°/, Lösung a8 Dispersitätsgrad 
te Y ZE 
S 3 y Lósung Sol Gel 
a 2 Ze — — — — — 
y C O k t a č 
1 Y | >= vá 2 „a > 92 = 
DE | Aussehen | fit, | Art der Phasentrennung o ck: Ek: =. 273 ck: KE 
Le | = + sc Fé a ec ni Dn Ac =; o8 2 | 
y EK 2% Se | co a E = << ER 
25 = BR q m t< = B--Es = = 4 
a > ms 2, O > 2 © oo a Q = 
Q | = Q = 2 z - 
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€ r». . è $ > m go. a Ae s / \ d E 2 es 
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72 \isichtig gelb; 1,67 gu ple 35.4 1196 000! 5,9 145 000 /22,8/235 500 4 
eh Minus-Mem- 


tläche. 

bran und am Boden 

Sol klar, wird beim 
Stehen trüb 


kalt: trüb 


Die innere Reibung der Lösung ultraviolett bestrahlter Stärke 
nimmt mit steigender Bestrahlungsdauer ab, die mittlere Molatgröße 
sinkt, der ultrafiltrable Anteil steigt und erreicht beim Sol aus 72 Stunden 
bestrahlter Stärke 16,8%. Im Einklang damit läßt die Trübung der 
Lösungen nach. 

Sehr merkwürdig und auf den ersten Blick unverständlich ist 
jedoch das Verhalten solcher Lösungen bei der Elektrodialyse. Bei 
nicht bestrahlter Weizenstärke erfolgt die elektrodialytische Phasen- 
trennung sehr langsam. Die Gallertphase scheidet sich in Form einer 
trüben, nicht fest zusammenklebenden Masse ab, welche eine höhere 
spezifische Leitfähigkeit besitzt als das koexistierende Sol. Bei be- 
strahlter Weizenstärke aber drängt sich die Solphase an die Anoden- 
membrane, die Gelphase liegt teilweise am Boden, teilweise wird sie 
an die Kathodenmembrane und an die Oberfläche der Flüssigkeit 
gedrängt, so daß sie eine halbzylindrische Hülle um die Solphase bildet. 
Auch im Überführungsapparat wird die Gelphase, welche bei Kartoffel- 
stärke eine stark anodische Wanderung zeigt, von der Anodenseite 
abgedrängt, als ob sie einen Überschuß an positiver Ladung hätte, 
oder zumindest in ihrer negativen Ladung stark hinter dem Sol zurück- 
stände. 


Weizenstärke. 355 


X. 
durch ultraviolette Strahlen. 
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ee verständlich wird dieses Phänomen, wenn man 
bedenkt, daß das Sol aus bestrahlter Weizenstärkelösung (nach 
12stindiger Bestrahlung) reicher an Phosphor ist als die Gallertphase 
(erstere enthält 0,088, letztere 0,033% P,O,) und dementsprechend 
auch eine etwas höhere elektrische Leitfähigkeit besitzt als die Gelphase. 
So vollzieht sich denn die Kataphorese ausgiebiger an der Solsubstanz 
und bewirkt so eine Umkehrung des gewohnten Bildes. Auf ein anderes 
Moment, welches hier bestimmend sein dürfte, kommen wir noch 
zurück. Effektiv gelang es uns demnach, durch Ultraviolettbestrahlung 
und die damit verbundene Molatzerkleinerung die phosphorhaltige 
Komponente in Lösung zu bringen, trotzdem aber bleibt die elektrische 
Leitfähigkeit dieser Lösung weit hinter dem aus dem P-Gehalt ge- 
schätzten Werte zurück. 1 Liter eines 1%, Sols aus 72 Stunden be- 
strahlter Weizenstärke enthält 1,24 .107—% Grammatome Phosphor; 
wenn diesem ebensoviel konduktometrisch aktive H-Ionen entsprechen 
würden, müßte die Flüssigkeit bei Vernachlässigung der Leitfähigkeit 
der Kolloidionen eine spezifische Leitfähigkeit von 4,52 . 1075 rez. Ohm 
zeigen, während der Versuch nur K = 0,8 . 1078 ergab. 

Die Verhältnisse werden nicht anders, wenn eine mit HC] ge- 
waschene Weizenstärke bestrahlt wird (Tabelle XI). Auch hier tritt 


23% 


0,088 | 0,033 | 4,2 | 6,86 : 1,58 
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Tabelle XI. 
Peptisation mit H Cl gewaschener Weizenstärke durch ultraviolette Strahlen. 


Sol Gel 
Dauer der Bestrahlung Dauer der Bestrahlung 


| 72 Stunden 72 Stunden 


1 
. . . „ |y durchsichtig, , weißlich, | weißlich, 
Aussehen mi | opaleszent Ean gallertig ' nicht viskos 
Relative Menge . . . Yo ¡ 47,0 54,5 45.5 
Spez. Leitfähigkeit K.108 4,4 9,2 | > 8 11,3 
g Ps 0, auf 100g Trocken- | | 
substanz . . . 2... | 0,016 0,04 | 0,126 | 0,060 
g-Atom P auf 1 Liter 1%, | | 
Lösung... 22... 23 .10-5 | 6,1 .10-5 | 17,8.10- d 8,4 .1075 
Wasserstoffionenkonz. auf | | 
1 Liter 1%, Lösung. . | 0,7 .107% | 6,6 .10-% || 4,1.10-° 20,0 .10-* 


1 Liter 1°/, Lag. verbraucht | 
zur Neutralisation Äqui- | 


valente NagCO3. . . . || 0,63.10* | 196.10-* 1,0,91.10”* | 1,90.10* 
Auf 1 g-Atom kommen freie E 

Wasserstoffionen . . g 0,02 0,10 0,02 0,25 
1g-Atom P bindet Äqui- E 

valente NagCOg. ... | 2,4 3,1 2,2 


ein ausgiebiger Anteil des nicht dialysablen Phosphors in der Solphase 
auf, ihre Leitfähigkeit und H-Ionenaktivität ist relativ höher, doch 
kommt es auch hier nicht zu jener Korrespondenz zwischen P-Gehalt 
und den elektrochemischen Eigenschaften, welche wir hei der Knollen- 
stärke zu finden gewohnt sind!). 


VIII. Die Rolle des Stickstoffs in der Weizenstärke. 


Als einziges bisher noch nicht gründlicher berücksichtigtes Moment 
verbleibt nunmehr der Stickstoffgehalt der Weizenstärke. Wir stellen 
zunächst in Tabelle XII einige diesbezügliche Beobachtungen zu- 
sammen. 


Während also durch Behandlung mit verdünnten Säuren, durch 
Elektrodialyse, Erhitzen unter Druck und anderes die meisten anderen 
Begleitelemente aus dem Korn mehr oder weniger entfernt werden 
können, zeigt der Stickstoff eine ähnliche Resistenz wie der Phosphor. 
Nach ausgiebiger Reinigung stehen diese beiden Elemente sogar in 
einem nicht sehr variablen Verhältnis, und es hat den Anschein, daß 
sie Bestandteile einer Verbindung wären und bei den bisher angewendeten 
„Reinigungsmethoden“ nur gleichzeitig das Stärkekorn verließen. 


1) Es darf nicht übersehen werden, daß bei der Ultraviolettbestrahlung 
auch eine partielle Oxydation der Stärke erfolgt, welche zur Säurebildung 
und damit zu einer Erhöhung der Leitfähigkeit: und Laugenbindung führt. 
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Tabelle XII. 
Phospbor und Stickstoff in der Weizenstärke. 


100g Trockensubstanz enthsltes Atome 105 


Untersuchtes Materia) P,O; 

Natives Korn .. 2.2.2 2 2 2.0. 0,149 0,076 
Fünfmal mit 1°, HCl gewaschen . , 0,104 0,064 
Zehnmal „ 1% „ 5 0, 0,042 
Fünfmal , 1%, HF a . 0,1112 0,042 
Gelöste Stärke (ia Std. 120%) Gel . 0,115 0,071 
Fünfmal mit 1%, HCl gewaschen ` 

und !/, Std. bei 120% gelöst. Gel. 0,127 0,054 


Die Existenz von Phytovitellinen in der Weizenstárke, welche ja 
N und P enthalten, wurde seinerzeit bereits diskutiert, und es konnte 
der Beweis erbracht werden, daß nach gründlichster Extraktion der 
Weizenstärkekörner mit Ammoniak, bei welcher in der Stärke eventuell 
deponierte Phytovitelline in Lösung gebracht werden müßten, die 
Phosphorsäure nicht aus dem Stärkekorn entfernt wird. Es müssen 
daher die N-haltigen Begleitstoffe in irgend einer anderen Form zur 
Maskierung der Phosphorsäure beitragen, sei es, daß sie im Korn 
einfach deponiert sind, sei es, daß sie mit der Stärkesubstanz ver- 
bunden sind. 

Daß dies in Form eines Salzes, in welchem die Amylophosphor- 
säure den sauren, und der Eiweißkörper den basischen Anteil repräsen- 
tieren würde, geschehen könnte, ist ohne weiteres klar. Auch bei 
Bestehen eines solchen Proteinamylophosphats müßte aber durch eine 
genügend starke Base unter Bedingungen, unter welchen das Protein 
löslich bleibt, die stickstoffhaltige Komponente aus dem Stärkekorn 
entfernt werden können und ein Amylophosphat erhalten werden, 
welches den Kartoffelamylophosphaten analog wäre. 

Dieses Postulat konnten wir nun tatsächlich auf mehreren Wegen 
erfüllen, am leichtesten durch Waschen des Kornes mit verdünnter 
Kalilauge, und zwar in einer solchen Konzentration, daß das Stärke- 
korn unverquollen bleibt. Nach gründlichem Wegwaschen des Hydroxyds 
liefert so vorbehandelte Weizenstärke Lösungen, welche Kartoffel- 
stärkelösungen außerordentlich ähnlich sind; elektrodialytisch erhält 
man jetzt (nachdem die letzten eventuell noch verbliebenen K-Ionen 
ausgewandert sind) fast durchsichtige, äußerst klebrige Gele mit sehr 
stark ausgeprägter anodischer Wanderung. In diesen Präparaten ist 
nun die elektrische Leitfähigkeit bis zu jener Größenordnung angestiegen, 
wie wir sie bei den Kartoffelstärkelösungen zu finden gewohnt sind, 
und die elektrometrisch feststellbare H-Ionenaktivität entspricht dem 
P-Gehalt dieses Produkts (Tabelle XIII). 
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der H-Ionenaktivität und dem faktischen Basenaufnahmevermögen 
verliert jede Besonderheit. Die Anhäufung von Phosphor und 
Stickstoff in den auch aus anderen Stärkearten erhältlichen 
Amylocelluloseresten wird verständlich und die Verankerung des 
Glykogens an Eiweißkörper, von welchen es z.B. durch elektrische 
Trennungsmethoden nicht befreit werden kann, erscheint auf eine 
einfache physikochemische Reaktion zurückgeführt. Welcher Mannig- 
faltigkeit von Zustandsänderungen und Umsetzungen derartige Kom- 
plexe zugänglich sind, braucht wohl nicht betont zu werden, und es 
wird Aufgabe unserer nächsten Mitteilungen sein, in diese komplizierten 
Gebilde etwas mehr Licht zu bringen. Bereits jetzt läßt sich aber sehen, 
daß die Art, wie die Spaltung an der Stelle der H, DO, Bindung erfolgt, 
zu zwei sehr verschiedenen Gruppen von Derivaten führen muß. Die 
Abtrennung des Proteins nach Salzart liefert die Amylophosphorsäure 
neben einem Eiweißkörper, die Molekültrennung nach Art einer Ver- 
seifung führt zu P-freien Kohlehydraten neben P-haltigen Proteinen. 


Zusammenfassung. 


Unter gleichzeitiger Betrachtung der elektrochemischen und 
kolloidchemischen Eigenschaften und der analytischen Merkmale von 
Weizenstärke konnte Material gesammelt werden, welches zu der 
Hypothese geführt hat, daß viele an Weizenstärke beobachtete Besonder- 
heiten durch die Annahme einer salzartigen stickstoffhaltigen Ver- 
bindung der Amylophosphorsäure erklärt werden können. 


Über das Vorkommen des Plasmalogens. 


II. Mitteilung: 
Über das Vorkommen des Plasmalogens bei Tieren. 


Von 
K. Imhäuser. 


(Aus dem Physiologischen Institut, Chemische Abteilung der Universität. 
Gießen.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1927.) 


Bei ihren Untersuchungen über den Mechanismus der Nucleal- 
färbung fanden Feulgen und Vott, daß auch das Protoplasma tierischer 
Zellen unter gewissen Bedingungen eine Farbreaktion mit fuchsin- 
schwefliger Säure gibt, und sie schlossen daraus auf die Anwesenheit 
eines dort vorkommenden Aldehyds, den sie dann auch präparativ dar- 
stellten und Plasmal nannten!). Das Plasmal findet sich im Organismus 
nicht frei, sondern in Form einer Vorstufe, Plasmalogen genannt, in 
der die Aldehydgruppe wahrscheinlich an eine Komponente noch un- 
bekannter Art gekoppelt ist. Die Aldehydgruppe kann aus dem Plasma- 
logen freigemacht werden durch Säuren oder — was sehr merkwürdig 
ist — durch die Einwirkung von Sublimat. Auf dieser Eigenschaft 
des Plasmalogens beruht sein Nachweis durch die ,,Plasmalreaktion“*, 
wie sie von Feulgen und Voit angegeben wurde. Mit Hilfe dieser Reaktion 
konnten Feulgen und Voit das Plasmalogen in zahlreichen tierischen 
Geweben wie auch im Serum mikrochemisch nachweisen, während 
eine Reihe von Körperflüssigkeiten von Stepp, Feulgen und Voit?) 
untersucht wurden. 


Mit dem Plasmalogen und Plasmal war eine Gruppe ganz neu- 
artiger Körper aufgefunden worden, für die ein Analogon in der Bio- 


1) R. Feulgen und K. Voit, Pflügers Arch. 206, 1924. 
2) W. Stepp, R. Feulgen und K. Voit, diese Zeitschr. 181, 284, 1927. 
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chemie bisher nicht besteht. Das große Interesse, das diese Körper 
infolgedessen beanspruchen, veranlaßte uns, weitere Untersuchungen 
über das Vorkommen des Plasmalogens anzustellen, wobei insbesondere 
festzustellen war, ob das Plasmalogen ein ubiquitärer Körper ist, oder 
ob es Zellen bzw. Tierarten gibt, in denen es nicht vorkommt; dann 
aber auch lockte die von Feulgen und Imháuser vor kurzem bekannt- 
gegebene Methode zur quantitativen Bestimmung des Plasmals im 
Serum, zu ermitteln, wie groß der Gehelt der verschiedenen Seren an 
Plasmalogen ist, und ob es Faktoren gibt, die ihn beeinflussen. 


A. Über das Vorkommen des Plasmalogens in den Zellen verschiedener 
Tierarten und deren Organen. 


Zum Nachweis des Plasmels wurde die bekannte Farbreaktion 
der freien Aldehydgruppe mit fuchsinschwefliger Säure benutzt; die 
oben angeführte Wirkung des Sublimats im Sinne einer Abspaltung 
des freien Aldehyds aus dem .Plasmalogen ließ uns den vorhandenen 
Aldehyd als Plasmal erkennen. 


Ich ging also so vor, daß ich Kleinlebewesen ganz, von größeren Orga- 
nismen etwas Gewebe, von anderen auch Gewebsschnitte auf Objektträger 
aufklebte und über der Flamme fixierte. In jedem Falle werden zwei Prä- 
parate angefertigt; eins davon wird in destilliertes” Wasser, das andere 
gleichzeitig für 2 bis 3 Minuten in 0,3 n HCl, die 1 Proz. Sublimat enthält, 
gestellt und dann mit Wasser gründlich ausgewaschen. Danach kommen 
beide Präparate gleichzeitig in eine Küvette mit fuchsinschwefliger Säure!). 
In dem mit Sublimat vorbehandelten Gewebe hat nun das vorhandene 
Plasmalogen unter Einwirkung des Sublimats Plasmal geliefert, die Aldehyd- 
gruppe am Plasmal ist frei und kann sofort mit der fuchsinschwefligen 
Säure unter Farbstoffbildung reagieren; in dem nicht vorbehandelten 
Präparat ist diese Spaltung noch nicht eingetreten, und da nur die freie 
Aldehydgruppe mit fuchsinschwefliger Säure reagiert, vorläufig auch 
keine Möglichkeit zur Farbstoffbildung gegeben. Erst unter Einwirkung 
der Acidität der fuchsinschwefligen Säure erfolgt auch hier die Aufspaltung 
des Plasmalogens zu freiem Plasmal und damit die Farbreaktion, die aber 
epäter auftritt als an dem mit Sublimat vorbehandelten Präparat; auf 
diese zeitliche Verschiebung ist beim Nachweis des Plasmalogens der größte 
Wert zu legen; sie allein läßt uns die entstehende Farbe auf Plasmalogen 
zurückführen, da die Sublimatwirkung so elektiv ist, daß die Reaktion 
bei Ausfall im eben beschriebenen Sinne etwaige andere noch unbekannte 
Aldehyde nach unseren bisherigen Kenntnissen über die Vertreter dieser 
Körperklasse ausschließen läßt. Zur Untersuchung eignet sich nur frisches 
Material; eine Alkoholbehandlung der Gewebe darf nicht vorausgehen, 
da der Alkohol diesen das Plasmalogen entzieht; Säuren, oxydierende 
oder aldehydhaltige Fixationsmittel dürfen aus den an anderer Stelle 
ausführlich dargelegten Gründen nicht zur Anwendung kommen. Nach 
dieser Methode, die der von Feulgen und Voit früher schon angegebenen 


1) Über die Herstellung der fuchsinschwefligen Säure s. bei Feulgen 
und Rossenbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 244, 1924. 
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Plasmalfärbung entspricht, wurden die Gewebe einzelner Vertreter der 
verschiedenen Tierklassen auf Plasmalogengehalt untersucht. Es handelt 
sich für uns dabei vorerst nur um den qualitativen Nachweis; von einer 
quantitativen Auswertung wurde einstweilen noch Abstand genommen. 


Schon die ersten Versuche von Feulgen und Vott hatten die An- 
wesenheit des Plasmalogens in einzelligen Lebewesen ergeben; die 
genannten Autoren konnten ja damals an Protozoen aus dem Enddarm 
des Frosches (Nyctotherus) besonders schön den Unterschied zwischen 
Nucleal- und Plasmalfärbung, sowie die Überlagerung beider demon- 
strieren; es sei nur auf die Abb. 3 bis 5 der genannten Arbeit!) ver- 
wiesen. Unter den Metazoen untersuchte ich zunächst als Vertreter 
der Coelenteraten Hydra viridissima, die deutlichen Plasmalogengehalt 
erkennen ließ. Echinodermen, bei denen als Material ja nur Seetiere 
in Frage kämen, standen mir leider nicht zur Verfügung. Unter den 
Würmern griff ich von den Plathelminthen den Leberegel (Distomum 
hepaticum) heraus; als Vertreter der Nemathelminthen diente der 
Spulwurm (Ascaris), unter den Anneliden war der Regenwurm am 
ehesten zugänglich. Bei allen drei Arten stellte ich mit Muskelgewebe 
die Reaktion an, die stets einen deutlichen Ausschlag mit einwandfreier 
Zeitverschiebung in dem oben angeführten Sinne gab. Von den Arthro- 
poden wählte ich aus den Crustaceen den Flußkrebs, aus den Insekten 
die Biene und aus den Arachniden die Spinne als Versuchsobjekte; 
sämtliche Tiere zeigten ebenfalls in ihrem Muskelgewebe eine deutliche, 
zum Teil sogar recht intensive Plasmalreaktion. Desgleichen lieferten 
Schnecken als Vertreter der Gastropoden und Muscheln als Lamell5- 
branchier unter den Mollusken in ihrem Gewebe stets eindeutig positive 
Reaktionen. Weitere Versuche wurden dann an Wirbeltieren angestellt. 
Auf die Untersuchung eines Acraniers (Amphioxus) mußte ich infolge 
der Schwierigkeit der Materialbeschaffung verzichten. Unter den 
Fischen wählte ich den Seelachs aus, dessen Muskulatur eine zwar im 
Verhältnis zu anderen Tierklassen schwache, aber doch deutliche 
Reaktion auf Plasmalogen ergab. Von Amphibien hatte uns der Frosch 
schon bei früheren Versuchen des öfteren als leicht zugängliches Material 
gedient; Plasmalogen wurde bei ihm in den verschiedensten Organen 
wiederholt nachgewiesen. Von den Reptilien untersuchte ich Muskulatur 
der Schildkröte ebenfalls mit positivem Ergebnis. Bei Vögeln konnten 
wir des öfteren Plasmalogen sowohl in Organen, wie auch im Blutserum 
von Gänsen und Hühnern nachweisen. Säugetiere wurden in größerer 
Anzahl untersucht; ich nenne nur Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, 
Hund, Ziege, Hammel, Rinder und andere mehr, bei denen wir in 
sämtlichen bisher untersuchten Zellen des Körpers und im Serum 


1) R. Feulgen und K. Voit, Pflügers Arch. 206, 389, 1924. 
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Plasmalogen feststellen konnten, wenn auch die Reaktionen sich oft 
erheblich hinsichtlich ihrer Intensität unterschieden. Das gleiche gilt 
von Organen und Serum des Menschen; auch hier erhielt ich stets 
eindeutig positive Ausschläge der Plasmalreaktion. 


Zusammenfassend läßt sich also sagen, daß sich dieser Körper im 
Zellplasma als typischer Vertreter aller Tierstämme vorfindet. Wenn 
der Nachweis bezüglich der Echinodermen bisher aus äußeren Gründen 
noch nicht erbracht werden konnte, so dürfen wir doch annehmen, 
daß er sich leicht führen läßt, da wir innerhalb der Tierreihe sowohl 
bei den minder als bei den höher organisierten Arten stets positive 
Befunde erhielten. Wir können also feststellen, daß die Zellen aller 
tierischen Organismen diesen Aldehyd in Form seiner Vorstufe ent- 
halten, und werden ihm in Anbetracht dieser außerordentlich weiten 
Verbreitung wohl eine besondere Bedeutung im Chemismus des Zell- 
lebens zuschreiben müssen. 


Bei obigen Untersuchungen war, soweit sie die Klasse der Säugetiere 
betrafen und verschiedene höher differenzierte Organe und Gewebe 
verglichen werden konnten, bereits aufgefallen, daß Schnitte mancher 
Organe im Vergleich zu anderen eine ganz besonders intensive Plasmal- 
reaktion aufwiesen. Es schien daher von Interesse, der Frage nach 
dem relativen Plasmalgehalt der Gewebe der höher organisierten Tiere, 
insbesondere der Säugetiere, weitere Aufmerksamkeit zu schenken. 
Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Plasmalogen in 
Geweben besitzen wir bisher noch nicht. Immerhin ließ sich bei ver- 
gleichenden Untersuchungen an verschiedenen Organen auch eine 
quantitative Abschätzung vornehmen, die wenigstens ungefähre Anhalts- 
punkte ergab. Ich ging dabei so vor, daß ich von den zu untersuchenden 
Organen auf dem Gefriermikrotom Schnitte von stets gleicher Dicke (30 u) 
anfertigte und makroskopisch die Intensität der Färbung beurteilte. 


Zwecks Unterbrechung von autolytischen Prozessen und zur Er- 
zielung einer gewissen Fixation legte ich kleine Stückchen!) der Organe 
vorher auf zwei- bis dreimal 24 Stunden in eine etwa 8proz. Kupfersulfat- 
lösung ein. Danach wurden die Organstücke 12 Stunden in fließendem 
Wasser ausgewaschen und dann in Gelatine eingebettet nach folgendem 
Verfahren: 8 g weiße Speisegelatine werden in kaltem Wasser zum Quellen 
gebracht und mehrmals unter Wechseln des Wassers gründlich aus- 
gewaschen; der Rest des nicht bei der Quellung aufgenommenen Wassers 
wird gut abgepreßt, einige (etwa 10) Tropfen heiß gesättigter wässeriger 
Thymollösung zugegeben und das Ganze bis zum Gewicht von 40 bis 45 g 


1) Es dürfen nur kleine Organstückchen in Kupfersulfatlösung ein- 
gelegt werden, da diese das Gewebe in größeren Tiefen nicht durchdringt. 
Ein langes Verweilen der Organe in der Lösung ist für vorliegende Unter- 
suchungen nicht anzuraten, da wir die Empfindlichkeit des Plasınalogens 
gegen diese Behandlung nicht genau kennen. 
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mit Wasser aufgefüllt; alsdann bringt man die Gelatine auf dem Wasserbad 
zur Lösung und filtriert heiß durch ein Faltenfilter. Mit dieser nicht mehr 
zu warmen Gelatinelösung werden die Organstückchen in kleinen Porzellan- 
tiegeln, deren Innenfläche mit einer hauchartigen Schicht Öl eingefettet 
ist, übergossen und bedeckt für 4 bis 6 Stunden in einen auf 37° gehaltenen 
Brutschrank gestellt. Danach läßt man die Gelatine an der Luft durch 
Erkalten, eventuell unter Umspülen der 'Fiegel mit kaltem Wasser, erhärten ; 
mit einer Nadel gibt man den Organstücken vorher die gewünschte Lage 
zur späteren Schnittrichtung. Die Gelatineblöcke lassen sich nach Lösen 
von der Wand mit einem schmalen Spatel leicht aus den Tiegeln heraus- 
stürzen und dann auf dem Gefriermikrotom schneiden. Will man nicht 
sogleich schneiden, so ist die Gelatine vor Verdunsten ihres Quellungs- 
wassers zu schützen, was am bequemsten dadurch geschieht, daß man 
die Tiegel mit der Öffnung nach unten in eine Petrischale stellt, deren 
Boden mit einer dünnen Schicht Wassers bedeckt ist; unter Nachfüllen 
des verdunstenden Wassers lassen sich die Blöcke so an einem kühlen 
Orte immerhin einige Tage aufbewahren. Die Gefrierschnitte werden 
aus Wasser auf Objektträger übertragen und mit Eiweißglycerin aufgeklebt. 
Das Herauslösen der Gelatine erfolgt nach Fixieren über der Flamme in 
Wasser von 30° fast augenblicklich. 


Mit diesen Schnitten wurde nun die typische Plasmalfärbung in der 
oben beschriebenen Weise angestellt. Die Färbung der Präparate wird 
bei längerem Verweilen in der fuchsinschwefligen Säure intensiver und 
erreicht nach etwa 1 bis 2 Stunden bei dem mit Sublimat vorbehandelten 
Präparat ihre maximale Stärke. Bleiben die Präparate viele Stunden in 
der fuchsinschwefligen Säure, so spaltet diese auf Grund ihrer Acidität 
auch die Thymonucleinsäure der Zellkerne, und wir erhalten neben der 
Plasmalreaktion auch eine schwache Nuclealfärbung, was für unsere Zwecke 
unerwünscht ist. Zur quantitativen Abschätzung der gefärbten Präparate 
ging ich nun so vor, daß ich die nach 1 bis 2 Stunden beobachtete Farb- 
intensität der Präparate untereinander verglich, wobei ich einen Schnitt 
aus Muskulatur als Vergleichsobjekt benutzte. Die Intensität der vor- 
handenen Färbung deute ich durch die Anzahl von Kreuzen an, wie dies 
bei der Wassermannreaktion oder ähnlichen Reaktionen ja auch üblich 
ist. Die Beurteilung der gefärbten Schnitte erfolgte stets erst nach Über- 
tragen in SO,-haltiges Wasser, da geringe Farbgrade in der schwach gelb 
gefärbten, fuchsinschwefligen Säure schwer auszuwerten sind. 


Zur Kritik dieser Methode sei von vornherein bemerkt, daß ich mir 
ihrer Mängel sehr wohl bewußt bin, sie aber dennoch anwandte, da eine 
bessere vorerst nicht zur Verfügung stand. Es haftet dem Urteil selbst 
bei Gebrauch von Vergleichspräparaten stets eine subjektive Note an, 
um so mehr, als sich die Untersuchungen über einen längeren Zeitraum 
erstreckten, da das Material nicht gesammelt zur Verfügung stand, auch 
nicht auf einmal nebeneinander hätte aufgearbeitet werden können. Ein 
Vergleich mit alten Präparaten ist nicht zulässig, da diese schon nach 
kurzer Zeit erheblich abblassen. Ferner ergeben sich Schwierigkeiten 
für die Beurteilung durch die gänzlich verschiedene Dichte der Gewebe; 
liegt geschlossen Zelle an Zelle, so wird ein solcher Schnitt als intensiver 
gefärbt imponieren als bei maschenartigem Gewebe mit Hohlräumen, 
trotz gleich starker Färbung der Einzelzelle. Ich habe durch Vergleich 
unter dem Mikroskop diese Fehlerquelle nach Möglichkeit auszuschalten 
gesucht. Zuletzt sei noch ein Punkt erwähnt, der bei der Auswertung 
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stark angefärbter Präparate nicht außer acht gelassen werden darf. Ist 
bei einer bestimmten Intensität der Färbung ein gewisser Sättigungswert 
an Farbstoff erreicht, so wird auch ein größerer Farbzuwachs nicht mehr 
als solcher bemerkbar sein und muß für die Beurteilung unberücksichtigt 
bleiben. 

Bei der Untersuchung der verschiedenen Organe richtete ich mein 
Augenmerk zunächst auf die Leber. Feulgen und Voit!) hatten bei 
ihren ersten Untersuchungen über das Plasmalogen auch Färbungen 
verschiedener Organe vorgenommen und dabei beobachtet, daß die 
Leber — untersucht wurden Frösche und Ratten — sich nur sehr 
schwach fárbte. Die mikroskopische Untersuchung solcher Schnitte 
ergab, daß eigentlich nur die Zellen des Gefäßbindegewebsapparats 
gefärbt waren; die Leberzellen selbst ließen keine merkliche Färbung 
erkennen; die genannten Autoren dachten deshalb an eine Sonder- 
stellung der Leber im Plasmalogenstoffwechsel. Quantitative Unter- 
suchungen des Pfortader- und Lebervenenbluts beim Hunde, die auf 
Grund dieser Beobachtungen von Feulgen, Voit und Imháuser?) an- 
gestellt wurden, ergaben keine Differenz zwischen beiden Seren, weder 
beim nüchternen Tiere, noch auf der Höhe der Resorption nach einer 
sehr plasmalogenreichen, d.h. fleischreichen, Mahlzeit. Auch beim 
Kaninchen erwies sich bei meinen Versuchen die Leber an Gefrier- 
schnitten nur wenig plasmalogenhaltig, aber sie zeigte doch eine deutliche 
Färbung, die sich unter dem Mikroskop einwandfrei als dem Plasma 
der Leberzellen eigen erkennen ließ. Wir glauben daher jetzt, gestützt 
auf die unten noch folgenden Untersuchungsergebnisse, daß Anhalts- 
punkte für eine Sonderstellung der Leber nicht gegeben sind. 


Nächst der nur ganz schwach angefärbten Leber färbte sich 
die Muskulatur des Kaninchens schon etwas intensiver; noch stärkere 
Färbung wies die Niere auf. Ich möchte die genannten Organe folgender- 
maßen einreihen: 


Leber: +, Muskulatur: ++, Niere: +++. 


Von besonderem Interesse scheinen die Ergebnisse eines Vergleichs 
des Plasmalogengehalts der Nervensubstanz mit dem anderer Organe 
zu sein. Die weiße Hirnsubstanz ergibt eine außerordentlich kräftige 
Reaktion, während die graue sich viel weniger intensiv färbt. Besonders 
schön läßt sich diese Differenz des Plasmalogengehalts an Kleinhirn- 
schnitten demonstrieren, da sich hier die weiße Substanz scharf gegen 
die graue absetzt. Man erhält dann makroskopisch sehr hübsche Bilder, 
an denen die baumartig verästelte weiße Hirnsubstanz maximal blaurot 
gefärbt sich mit scharfer Grenze von der sie umgebenden grauen Schicht, 


1) R. Feulgen und K. Voit, Pflügers Arch. 206, 1924. 
2) Die Versuche wurden nicht veröffentlicht. 
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die nur mäßig starke Färbung aufweist, abhebt; graue Substanz: + +, 
weiße Substanz: +++++. Ähnlich liegen die Verhältnisse im 
Rückenmark: graue Substanz: +++, weiße Substanz: + +++; der 
Unterschied ist hier nicht so ausgesprochen. Periphere Nerven weisen 
ebenfalls reichlichen Plasmalogengehalt auf: N. ischiadicus: ++++. 
Nicht so intensiv färbt sich Hypophyse: +++. Jedenfalls dürfen wir 
den erhöhten Plasmalogengehalt nach diesen Befunden wohl den 
Markscheiden der Nervenfasern zuschreiben, da mit ihrem Auftreten 
sich auch kräftigere Reaktionen mit fuchsinschwefliger Säure ein- 
stellen. Recht interessante Verhältnisse fanden wir auch bei der 
Nebenniere; die Rinde färbt sich in fuchsinschwefliger Säure sehr 
intensiv: +++++, viel stärker als das Mark: ++. 

Diese Befunde, also das besonders reichliche Vorkommen von 
Plasmalogen in der weißen Hirnsubstanz und der Rinde der Nebenniere 
beanspruchen nun deshalb unser erhöhtes Interesse, weil diese histologi- 
schen Elemente bekanntlich auch reich an ‚Lipoiden‘‘, insbesondere 
Phosphatiden, sind. Es scheint also, daß das Plasmalogen mit solchen 
vergesellschaftet vorkommt, und die Befunde von Stepp, Feulgen und 
Voit, die im Eigelb einen besonders hohen Plasmalogengehalt fest- 
gestellt haben, sprechen in demselben Sinne. Aber auch die präparative 
Aufarbeitung jener plasmalogenhaltigen Emulsion, wie sie Feulgen 
und Vott als Ausgangsmaterial zur Darstellung des Plasmals benutzten, 
deutet auf ein gemeinsames Vorkommen von Plasmalogen und Phospha- 
tiden hin. Feulgen und Voit hatten zuvor mit Wasser ausgelaugtes 
Fleisch mit Alkohol extrahiert und aus dem alkoholischen Auszug den 
Alkohol abgedampft. Es hinterblieb eine sehr stabile Emulsion, die, 
wie neuere Versuche von Feulgen und Imháuser, über die später be- 
richtet werden wird, ergaben, im wesentlichen aus Phosphatiden besteht. 
Dieses Phosphatidgemisch wurde nun durch Behandeln mit Aceton, 
Fällung mit Cadmiumchlorid usw. nach den Regeln der Phosphatid- 
chemie aufgeteilt, und hierbei ergab sich, daß das Plasmalogen immer 
vorwiegend in die Phosphatidfraktion, und zwar in erster Linie in die 
Lecithinfraktion, hineingeht. Also auch bei präparativer Bearbeitung 
zeigt sich, daß Plasmalogen und Phosphatide vergesellschaftet vor- 
kommen, wobei noch ungeklärt ist, ob die Beziehungen zwischen diesen 
beiden Körperklassen engere im chemischen Sinne sind. 

In einem Schnitt durch die Nebenniere fanden sich in der Über- 
gangszone von Mark zur Rinde sehr intensiv gefärbte, punktförmige 
Gebilde, die vielleicht mit den von den Histologen beschriebenen 
„Lipoidkörnchen‘ identisch sind; ich sah sie allerdings nur in diesem 
einen Präparat. Bei sehr intensiv gefärbten Schnitten mögen sie bis- 
weilen dadurch nicht in Erscheinung treten, daß bereits die Färbung 
der ganzen Rinde den Sättigungswert der Farbe erreicht hat. 
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Des weiteren stellte ich vergleichende Untersuchungen dieser Art 
beim Hunde an, deren Ergebnisse ich folgendermaßen zum Ausdruck 


bringen möchte: 
Muskulatur. . . . 2 2 2 222. ++ 
Milz: Pulpa . . 2.222 20. ++ 
Trabekel . . . . . 2 2.0. + 
Gl. thyreoidea . . . 2.2.22... ++ 
Hypophyse. . . . 2... 2 .2.. ++ 
Leber: e e 2 2 2 8.5 3 a. as +++ (Bindegewebsapparst: +). 
Niere . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 +++ rg ee ao 
N. ischiadicus. . . 2.2. ++++ 
Kleinhim: weiße Substanz; cc... ++++ )sehr scharfe 
graue a a + + ] Grenze. 
Großhirn: weiße S Ln... +++3+ ) allmählicher 
graue a Ba ++ Übergang. 
Nebenniere: Rinde . . . . . . . +++++ 1 sehr scharfe 
Mark ....... ++ Grenze. 


Auch hier finden wir also etwa die gleichen Verhältnisse vor, wie 
beim Kaninchen. In Milz und Leber erwies sich der Bindegewebs- 
apparat relativ plasmalogenarm; in der Niere zeigten die Epithelien 
der Harnkanälchen die intensivste Färbung; die weiße Hirnsubstanz 
wies reichlichen Plasmalogengehalt auf, während die graue merklich 
hinter ihr zurückstand; die Nebennierenrinde zeigte eine fast blauschwarze 
Farbe, die infolge der Intensität der Reaktion keinerlei Einzelheiten er- 
kennen ließ; Mark und Rinde waren sehr scharf gegeneinander abgesetzt. 

Zuletzt seien noch Ergebnisse von gleichartigen Untersuchungen 
beim Menschen angeführt. Das dabei verwandte Material entstammte 
Leichen, die im Pathologischen Institut zu Gießen zur Sektion kamen?). 
Ich möchte die vergleichende Auswertung der Organschnitte wie folgt 


wiedergeben: 
Muskulatur. . . 2 2 2 2 2 2 02. +++ 
Herzmuskel . . . 2.2 2 2 2.0.0. +++ 
Gl. thyreoidea . . ....... ++ 
MUZE A AAA + + 
Pankreas. . . . 2 2 2 2 2 2 2. +++ 
Leber . . . 2. 2.2 2 ooo... HHHH FR 
Ne ee taa e a a 
Hypophyse `, . . coo... ++++ (im Vorderlappen). 
Kolloide Substanz. ar a + 
Nervóse Se Cd ++ 
Bindegewebe . . . Be + 
Kleinhirn: weiße Substanz co... t++++ + sehr scharfe 
graue A e ++ Grenze. 
Nervenstrang vom Plexus Den , +++++ 
Nebenniere: Rinde . . . . . ++-+-+ + | keine Körnchen, 
Mark ....... ++ scharfe Grenze. 


1) Für freund. Überlassung des Materials bin ich den Herren Privat- 
dozent Dr. Stoeckenius und Dr. Steinreich und Börner zu Dank verpflichtet. 
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Es läßt somit diese Übersicht erkennen, daß das Verhältnis des 
Plasmalogengehalts der verschiedenen Organe auch hier ungefähr das 
gleiche ist, wie bei den oben genannten Tieren. Wiederum zeichnen 
sich weiße Nervensubstanz und Nebennierenrinde durch besonderen 
Reichtum an Plasmalogen aus. Auch hier finden wir die scharfe Ab- 
grenzung der baumartig verästelten weißen Substanz im Kleinhirn 
gegen die schmale graue Rindenzone. Das gleiche Bild einer scharfen 
Scheidung zwischen Rinde und Mark liefert die Nebenniere; ,,Lipoid- 
körnchen‘“ oder als solche anzusprechende Gebilde fanden sich nicht. 
In der Niere wiesen wieder die Epithelien der Harnkanälchen, be- 
sonders die der gewundenen, die intensivste Färbung auf. Der nervöse 
Teil der Hypophyse war entsprechend seiner Zugehörigkeit zur grauen 
Hirnsubstanz nur mäßig angefärbt. Die Nebennierenrinde eines 
21,jáhrigen Kindes, das an Sinusthrombose ad exitum kam, war an- 
scheinend weniger plasmalogenhaltig: +++. 


Zusammenfassend läßt sich also feststellen, daß bei den ver- 
schiedenen Organen der höheren Tiere beträchtliche Differenzen im 
Plasmalogengehalt vorhanden sind, die in der Farbintensität gleich 
dicker Gewebsschnitte nach Behandlung mit fuchsinschwefliger Säure 
ihren Ausdruck finden. Den geringsten Plasmalogengehalt weist danach 
das Bindegewebsgerüst parenchymatöser Organe auf; nicht allzu 
beträchtliche Mengen finden wir in der Muskulatur und im Parenchym 
von Milz, Gl. thyreoidea und Pankreas, ebenso, vielleicht auch etwas 
mehr, in der Leber; danach wäre die Niere einzureihen, in der das 
Plasmalogen vornehmlich in den Epithelien der Harnkanälchen lagert. 
Höchste Plasmalogenmengen zeigen die Organe, die sich auch durch be- 
sonderen Reichtum an Lipoiden auszeichnen, vor allem die weiße Hirn- 
substanz und die peripheren Nerven. Intensivste Färbungen erzielten 
wir an der Rinde der Nebenniere, während das Mark, wie auch die 
graue Hirnsubstanz, viel weniger stark angefärbt waren. 


B. Über den Gehalt verschiedener Seren an Plasmaiogen. 


Unser weiteres Interesse galt dem Verhalten des Plasmalogens 
im Blutserum. Schon mit Hilfe der oben erwähnten Plasmalreaktion 
ließ sich erkennen, daß diese bei Verwendung des Serums verschiedener 
Tiere hinsichtlich Intensität und Schnelligkeit der Farbstoffbildung 
außerordentlich verschieden ausfiel. Es lohnte deshalb, den Plasma- 
logengehalt des Serums verschiedener Tiere zu untersuchen. Nähere 
Aufschlüsse waren aber nur mit Hilfe einer quantitativen Unter- 
suchungsmethode zu gewinnen. 


Es lag nahe, die oben erwähnte Farbreaktion des Plasmals mit 
fuchsinschwefliger Säure einer quantitativen Auswertung zu unter- 
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ziehen. So gelangten Feulgen und Imhäuser!) zu einer kolorimetrischen 
Bestimmungsmethode des Plasmalogens im Serum, bei der unter 
Einwirkung einer bestimmten Acidität während längerer Zeit (etwa 
18 Stunden) das freie Plasmal aus dem Plasmalogen des zu unter- 
suchenden Serums abgespalten und mit gleichzeitig zugegebener 
fuchsinschwefliger Säure in Farbreaktion gebracht wird. Der so ent- 
stehende Farbstoff, der im Serum kolloidal gelöst ist, wird direkt der 
Kolorimetrie unterworfen, wobei als Standardfarbe der mit rein dar- 
gestelltem a-Plasmalthiosemicarbazon erzeugte Farbstoff benutzt wird, 
der in einem als Schutzkolloid dienenden ‚Hilfsserum‘ ebenfalls 
kolloidal in Lösung gehalten wird. Die bei der kolorimetrischen Ab- 
lesung störenden Faktoren, wie Trübung des Serums, Eigenfarbe des 
Serums und der Reagenzien und Eigenplasmalogengehalt des Hilfs- 
serums, werden durch Kompensation im Bürkerschen Kolorimeter 
eliminiert. Für eine Bestimmung benötigt man 4ccm Serum. Da das 
Molekulargewicht des Plasmalogens gar nicht, das des Plasmals noch 
nicht mit Sicherheit feststeht, so berechnen wir das Plasmal vorerst 
in Form von a-Plasmalthiosemicarbazon, das auch als Standard- 
substanz dient. Entsprechend dem Molekulargewicht für das freie 
Plasmal müssen diese Werte mit einem Faktor multipliziert werden, 
der wahrscheinlich bei 0,787 liegt und später endgültig mitgeteilt wird. 
Da die ermittelten Werte vorerst nur als Vergleichswerte Interesse 
haben, so ist dieser Faktor nebensächlich, zumal er sich nicht erheblich 
von 1 unterscheidet. Bezüglich aller Einzelheiten der Methode muß 
auf die Originalarbeit verwiesen werden. 

Mit dieser Methode wurden verschiedene uns zugängliche Tier- 
arten auf den Plasmalogengehalt ihres Serums untersucht, wobei sich 
beträchtliche Differenzen ergaben. 

Durch einige Vorversuche vermochten wir uns davon zu über- 
zeugen, daß ein Unterschied im Plasmalogengehalt des Blutplasmas, 
gewonnen durch Zentrifugieren von Ammoniumoxalatblut, und des 
Serums, gewonnen durch einfaches Absitzen über dem Blutkuchen, 
nicht besteht; als Werte ergaben sich z.B. beim Hammel: 


Im Serum Im Plasma . 
mg pro Liter | mg pro Liter 
Blut A... | Ba | 49 
Blut B... u. 2% | 5,4 5,4 


Auch erwiesen sich arterielles und venöses Blut als gleichwertig. 
Ich verwandte deshalb zu den vorliegenden Untersuchungen stets 
Serum, das durch Punktion der Vena jugularis oder von Schlachthof- 


A 


1) R. Feulgen und K. Imhäuser, diese Zeitschr. 181, 30, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 186. 24 
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tieren bei der Schlachtung gewonnen wurde, bei einigen kleineren 
Tieren auch durch Herzpunktion. Sofern das Serum kühl aufbewahrt 
und vor bakterieller Zersetzung geschützt wird, ändert sich der Plasma- 
logengehalt im Verlauf mehrerer Tage nicht, so daß man, wenn wenig 
Blut zur Verfügung steht, dieses erst gut absitzen lassen kann. Ich 
verwandte das Serum meist 24 bis 36 Stunden nach der Blutentnahme 
zu den Bestimmungen, erhielt aber auch nach weiteren 24 bis 48 Stunden 
bei Kontrolluntersuchungen noch die gleichen Werte. Hochgradig 
hämolytisches Serum ist zur kolorimetrischen Auswertung weniger 
geeignet, weil dann das Reaktionsgemisch infolge von Hämatinbildung 
nach Säurezusatz so tiefbraun werden kann, daß es im Kolorimeter 
nicht mehr genügend Licht zur Ablesung hindurchläßt. 

Für die Auswahl der Tiere waren gewisse Grenzen gegeben, insofern, 
als mir nur eine beschränkte Zahl von Tierarten zugänglich war, die 
ausreichende Mengen von Blut zur Gewinnung des Serums herzugeben 
vermochten. Somit wurden folgende Tierarten untersucht: Pferd, 
Schwein, Hammel, Schaf, Ochse, Kuh, Rind, Kalb, Ziege, Hund, Hahn, 
Kaninchen, außerdem Serum vom Menschen. Kranke Individuen 
wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen, da es sich zunächst 
um die Ermittlung der Serumwerte bei gesunden Tieren handelte. 

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich nun, daß beträchtliche 
Schwankungen innerhalb der Tierreihe gefunden werden; die höchsten 
Werte können das 10- bis l5fache der niederen betragen. Als Tierarten 
mit niederen Werten erwiesen sich Hammel, Ziege, Schwein, Kaninchen; 
dann folgen Hahn und Hund, sodann der Mensch mit mittleren bis 
höheren Werten, danach etwa das Pferd; die höchsten Werte endlich 
fanden wir bei Ochsen und Kühen (s. untenstehende Tabelle auf S. 374). 

Zur Beurteilung der gefundenen Werte haben wir zunächst die 
Frage zu klären, ob der Plasmalogenwert beim Einzelindividuum nicht 
durch gewisse Faktoren beeinflußt werden kann, oder ob er sich unter 
allen Umständen konstant verhält. Sieht man von Gravidität und 
Erkrankungen ab, so waren in erster Linie alimentáre Einflüsse, Geschlecht 
und Alter in Betracht zu ziehen. 


Alimentäre Einflüsse. 

Im Rahmen unserer Betrachtungen muß man die vegetarische 
Nahrung streng von der animalischen unterscheiden. Letztere ist sehr 
plasmalogenreich, während in pflanzlichen Geweben Plasmalogen 
überhaupt noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden ist. Wenn 
Plasmalogen in Pflanzen vorkommt, dann ist seine Menge jedenfalls 
sehr viel geringer als in tierischem Material. Es war also von vornherein 
zu erwarten, daß alimentäre Einflüsse, die auf den Plasmalogengehalt 
des Blutes einwirken, bei Pflanzenfressern kaum eine Rolle spielen. 
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Dies wurde durch den Versuch bestätigt. Ich prüfte nämlich den 
Einfluß der Nahrungsaufnahme auf den Plasmalogenspiegel im Blut- 
serum des Hammels und konnte keine Unterschiede gegenüber dem 
Nüchternwert finden. 

Nachmittags 
nach Nahrungsaufnahme 
mg Plasmal im Liter Serum 


Vormittags nüchtern 
mg Plasmal im Liter Serum 


Versuch A... | 
B: ;:& 


n 


4,3 = 
4,0 4,1 
Bi RN 3,8 4,1 

Außerdem erwies es sich als gleichgültig, ob Grünfutter oder Körner- 
futter gegeben wurde. 

In tierischen Zellen findet sich dagegen, wie oben erwähnt, das 
Plasmalogen stets in deutlich nachweisbarer Menge; es wird also auch 
bei Fleischfressern oder sich teilweise von animaler Kost ernährenden 
Arten reichlich mit der Nahrung zugeführt. Wenn es in nennenswerter 
Menge aus dem Darme resorbiert wird, so kann mit einem Ansteigen des 
Plasmalogenspiegels des Blutes gerechnet werden. Feulgen und Imhäuser 
werden demnächst in einer anderen Mitteilung darlegen, daß dies in 
der Tat der Fall ist, und dort näher auf die Frage der alimentär be- 
dingten Plasmalwerte des Serums eingehen. 


Für die Ermittlung genauer Werte wäre das Versuchstier unter 
flesschfreier Kost auf Konstanz des Plasmalogenspiegels des Serums 
einzustellen; einfaches Aussetzen animalischer Nahrung — etwa für 
3Tage — genügt nicht, da sich danach nur ein Plasmalogenwert er- 
geben würde, der noch wesentlich von der Menge des vorher zugeführten 
Plasmalogens abhängig ist. Wird die fleischfreie Ernährung allerdings 
längere Zeit fortgesetzt, so resultiert ein Serumwert, der dann, nach- 
dem er auf einer bestimmten Höhe angelangt ist, zäh festgehalten 
wird. So zeigte ein Versuchshund bei gemischter Kost einen Wert 
von 24,6 mg pro Liter und bei nur wenig Fleischzulage zu vegetarischer 
Nahrung ein Absinken auf 15,3 mg pro Liter; nach 8 Tagen fleischfreier 
Kost ergaben sich 7,9 mg pro Liter, und dieser Wert wurde dann über 
längere Zeit ungefähr festgehalten; nach 18 Tagen 9,0 mg pro Liter, 
nach 28 Tagen 8,2 mg pro Liter, nach noch längerer Zeit fleischfreier 
Ernährung 9,0 mg pro Liter. Es sei dazu noch bemerkt, daß wir vor- 
läufig ‚‚plasmalfreie‘‘ und ‚‚fleischfreie‘“‘ Kost identifizieren, da ja das 
Vorkommen von Plasmalogen in Vegetabilien noch nicht erwiesen ist; 
wenn es überhaupt dort vorkommen sollte, so sind jedenfalls die mit 
vegetabilischer Nahrung zugeführten Mengen Plasmalogens sehr gering. 
Genau die gleichen Grundsätze, die hier für die Beurteilung von Werten 
beim Hunde dargelegt wurden, haben auch für Untersuchungen beim 
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Menschen zu gelten; neben den unten angeführten Durchschnitts- 
werten von etwa 27 bis 29 mg pro Liter beim Menschen findet sich 
auch ein solcher von 15,8 mg pro Liter; es handelt sich um ein mehrere 
Tage fleischfrei ernährtes Individuum!). 


Geschlecht. 
Betrachten wir einige Tierarten nach Geschlechtern getrennt, so 
ergeben sich folgende Werte: 


Plasmalgehalt der Seren verschiedener Tiere, ausgedrückt in Milligrammen 
Plasmalthiosemicarbazon pro Liter Serum. 


i Ochsen g | Kühe 2 | Pferde A | Pferde 9 | Hammel Y | Schafe 2 


Tier 1.... | 85,7 56,5 26,0 34.1 6,0 94 
ns 66,6 83,3 23,9 34,5 5,6 8,4 
ee ee 71,4 69,8 20,5 23,5 6,2 4,7 
GE ENEE 29,8 52,6 27.4 28,9 5,3 
e. A 41.6 67,9 28,9 33,4 6,6 
n Br... 455 46,2 
SE Ee | 556 | 469 
n 8.... | 546 47,6 | 

Mittel: | 564 | 601 | 2538 | 309 | 59 | 69 


Diese aus der Tabelle ersichtlichen Werte lassen schließen, daß 
große Unterschiede zwischen beiden Geschlechtern nicht gegeben sind. 
Indessen ist zu ihrer Kritik zu bemerken, daß es sich bei den männ- 
lichen Tieren stets um kastrierte Individuen handelte; nicht kastrierte 
standen mir nicht zur Verfügung. Ich prüfte deshalb diese Frage 
nochmals an Kaninchen und fand bei einem Männchen 10,4, bei einem 
Weibchen 11,9 mg im Liter. Im Serum weiblicher Tiere scheint also 
etwas mehr Plasmalogen vorhanden zu sein als im Serum männlicher. 


Alter. 


Hinsichtlich des Alters unserer Tiere sei bemerkt, daß durchweg 
ausgewachsene Individuen zur Untersuchung herangezogen wurden. 
Nur eine Gruppe unseres Materials, die Kälber, gestattet im Vergleich 
mit ausgewachsenen Tieren (Ochsen und Kühen), diese Frage nach 
einer durch verschiedenes Alter bedingten Differenz der Werte zu 
beleuchten. Betrachten wir die Werte für ausgewachsene Tiere, so 
ist aus der obigen Tabelle ein Mittelwert von 58,3 mg pro Liter zu 
errechnen, der sich aus den beiden Serumwerten für männliche und 
weibliche Tiere mit 56,4 bzw. 60,1 mg pro Liter ergibt. Demgegenüber 
stehen die Kälber mit folgenden Werten: 


1) Unsere Untersuchungen bei Menschen sind noch zahlenmäßig zu 
gering. um ein Urteil zu erlauben, und werden noch fortgasetzt. 


Plasmalogen. II. 373 


| mg pro Liter | mg pro Liter 


Kalb 1... .. 16,3 32,6 
Be 33,4 178 
e eege 24.6 21.0 
E Decke 21.8 176 
Erste 26,3 195 
Sdt A Í 

Ee 173 22,3 


Im Mittel finden wir also für ausgewachsene Tiere 58,3 mg pro Liter 
Serum, während für die Kälber ein Mittelwert von nur 22,3 mg pro 
Liter resultiert. Bes einem Vergleich dieser Zahlen tritt die Differenz 
zwischen ganz jugendlichen und ausgewachsenen Tieren klar zutage. 
Das Kalbsserum entstammte stets Schlachttieren, die ein Alter von 
etwa 1 bis 3 Wochen erreicht hatten. Bei den jugendlichen Tieren 
wäre also nach diesem Befund ein bedeutend niedrigerer Plasmalogen- 
spiegel des Blutes anzunehmen. Des weiteren werde ich auf diese 
Frage in einer besonderen Mitteilung eingehen. Für die Ermittlung 
von Normalwerten des Plasmalogens im Serum bei bestimmten Tier- 
arten ist also die Heranziehung ausgewachsener Tiere zu fordern. 


Weitere Einflüsse auf den Plasmalogenspiegel des Serums als die 
hier erwähnten, sind uns bisher, wenigstens unter physiologischen 
Bedingungen, nicht bekannt, wiewohl die Möglichkeit ihrer Existenz 
auf Grund unserer bisherigen Untersuchungen nicht negiert werden soll. 


Unter Ausschaltung obiger Einflüsse prüfte ich nun das Verhalten 
des Plasmalogenspiegels im Serum beim Hammel, um zu sehen, mit 
welchen Schwankungen hier beim Einzelindividuum gerechnet werden 
muß. Die über eine längere Zeit ausgedehnte Beobachtung desselben 
Tieres ergab folgende Wertereihe: 5,5, 6,3, 6,0, 6,8, 7,4, 5,1, 5,6, 5,4, 
6,0; Mittel = 6,0 mg pro Liter. 

Die Werte gruppieren sich also zwischen einem Minimum von 5,1 
und einem Maximum von 7,4 um einen Mittelwert von 6,0 mg pro Liter. 
Innerhalb dieser Grenze aber wird der angezeigte Wert festgehalten. 
Auf eine ähnliche Beobachtung habe ich ja bereits oben bei Erörterung 
der alimentären Einflüsse auf den Plasmalogenspiegel im Serum des 
Hundes hingewiesen. Auch dort wurde gefunden, daß der fleischfrei 
ernährte Hund ein bestimmtes Minimum mit großer Zähigkeit festhält. 


Wenden wir uns nun der Betrachtung der Werte für verschiedene 
Tierarten zu, so könnte man geneigt sein, für den Fleischfresser, dem 
ja ständig mit der Nahrung eine bedeutende Menge Plasmalogens 
zugeführt wird, einen besonders hohen Plasmalogengehalt anzunehmen, 
und möchte vielleicht bei Pflanzenfressern die niedrigeren Werte er- 
warten. Daß dem nicht so ist, zeigt ein Blick auf die untenstehende 
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Tabelle. Gerade die höchsten Werte finden wir dort beim aus- 
gesprochenen Pflanzenfresser (Rindvieh), während Fleischfresser und 
auch der Mensch nur mittlere Werte aufweisen. In folgender Tabelle 
sind die bei den verschiedenen Tierarten gewonnenen Werte zusammen- 
gestellt!). 


Plasmalogengehalt des Serums in Milligrammen pro Liter: 


Ochse, i amm 
Kuh, Kalb | Pferd | Mensch eu Hund ei) Hahn Ka Ziege |Schwein anne 
n 


20,5 | 15,8 47 | 47 
23,5 | 27,3 47 1 53 
239 | 27,3 51 | 56 
26,0 | 27,3 55 | 60 
274 | 29,4 64 | 62 
28,9 6,6 | Gë 
28,9 68 | 84 
33,4 69 | 94 
34,1 6,9 

34,5 


ki 


Miel: 57,4 |22,3| 281 | 27,8 | 142 | 128 | 10,7 | 108 | 60 | 64 


*) Morgens nüchtern entnommen ; die Unterschiede sind alimentár bedingt. 


Diese Übersicht läßt, wie schon oben betont, erkennen, daß der 
Plasmalogenspiegel des Serums je nach der Tierart eine ganz ver- 
schiedene Höhe aufweist, und daß beträchtliche Differenzen in Er- 
scheinung treten, derart, daß die höchsten Werte das 10- bis l5fache 
der niedrigsten betragen. Selbst nahe verwandte Tierarten unter- 
scheiden sich stark durch den Plasmalogengehalt ihres Serums; so 
werden z. B. gerade die höchsten (Rindvieh) und niedrigsten (Hammel) 
Werte innerhalb der Gruppe der Wiederkäuer gefunden. Wir ent- 
nehmen der Tabelle ferner, daß jeder Tierart ein für sie charakteristischer 
Mittelwert zukommt, um den sich die bei den Einzelindividuen ge- 


1) Für die Unterstützung bei der Beschaffung von Serum bin ich 
den Herren Assistenten der Gießener Veterinärkliniken und der medi- 
zinischen Universitätsklinik zu Dank verpflichtet. 
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fundenen Werte gruppieren. Freilich finden sich bei derselben Tierart 
oft nicht unbeträchtliche Schwankungen in den Einzelwerten, die aber 
die charakteristischen Unterschiede im Plasmalogengehalt des Serums 
mancher Tierspezies nicht verwischen können. So schwankt zwar der 
Plasmalogengehalt im Serum des Hammels etwa zwischen 4,7 und 
9,4 mg pro Liter, doch erreicht er nie die Höhe der Werte bei Rindern 
(etwa 60) und Pferden (etwa 20). 

Zusammenfassend läßt sich auf Grund der vorliegenden Plasma- 
logenbestimmungen im Blute also sagen, daß ein Unterschied der 
Werte zwischen Serum und Oxalatblutplasma nicht gegeben ist. Es 
hat den Anschein, als ob im Serum weiblicher Tiere etwas mehr 
Plasmalogen vorkommt als im Serum männlicher. Das Alter kann 
von sehr wesentlichem Einfluß auf den Plasmalogenwert des Serums 
sein, insofern als z. B. Kälber bedeutend niedrigere Werte aufweisen 
als Ochsen und Kühe. Desgleichen ist alimentären Bedingungen 
weitgehendste Beachtung zu schenken: vegetabile Nahrung bleibt ohne 
erkennbaren Einfluß auf den Plasmalogengehalt des Serums, während 
animale Kost beträchtliche Schwankungen hervorrufen kann; ein 
bestimmter Minimalwert wird auch vom längere Zeit fleischfrei er- 
nährten Fleischfresser zäh festgehalten. Bei Vergleich der Seren ver- 
schiedener Tierarten ergeben sich beträchtliche Differenzen im Plasma- 
logengehalt, die unabhängig sind von der Art der Ernährung; für jede 
Tierart muß man einen charakteristischen Durchschnittswert annehmen. 
Abweichungen von diesem kommen bei Untersuchung mehrerer 
Individuen derselben Tierart wie auch beim Einzelindividuum vor, 
ohne daß die oben genannten Faktoren — Alter oder Ernährung — 
dafür verantwortlich gemacht werden könnten; sie bedürfen weiterer 
Aufklärung. 

Zu den Versuchen wurden Mittel der Gießener Hochschulgesell- 
schaft mit benutzt. 


Über die Zucker- und Brenztraubensäuregärung. 


Von 
A. Lebedew. 


(Aus dem wissenschaftlichen Forschungsinstitut für Chemie 
der I. Moskauer Universität.) 


(Eingegangen am 18. März 1927.) 


Im Jahre 1916 habe ich mit Polonski (1) die Kinetik der Vergärung 
von Zucker und Brenztraubensäure durch Trockenhefe verfolgt und fest- 
gestellt, daß erstens Rohrzucker in äquimolekularen Mengen bedeutend 
schneller als Brenztraubensäure vergoren wird, und zweitens daß, un- 
abhängig von der Reaktion des Mediums, nur etwa 40%; der zugesetzten 
Säure vergoren werden (2). Der Rest wird in Nebenreaktionen hinein- 
gezogen und für die Gärung untauglich gemacht. Viel günstigere Ergebnisse 
wurden in dieser Hinsicht von mir und Polonski (3) mit Glycerinsäure 
erhalten, wahrscheinlich darum, daß sie sich nur allmählich in Brenztrauben- 
säure umwandelt, wobei diese zuerst in Enolform erscheint, die möglicher- 
weise leichter vergärbar ist. 

Im Jahre 1926 habe ich diese Versuche mit Mazerationssaft wiederholt 
und das gleiche Ergebnis erhalten. Ich schrieb damals: ,,Es liegt hier ein 
interessanter und bedeutsamer Fall vor, daß eine allgemein anerkannte 
Zwischenverbindung der alkoholischen Gärung, auf einmal zugesetzt, lang- 
samer und unvollständiger gärt als der Ausgangsstoff‘‘ (4). Hägglund mit 
Mitarbeitern hat nun seinerseits zahlreiche vergleichende Versuche über 
die Vergärbarkeit der beiden Hexosen und Brenztraubensäure ausgeführt (5), 
in denen er, obwohl meine Arbeiten auch nicht einmal erwähnt sind, doch 
zu demselben Schluß wie ich kommt. Er beschreibt sogar Fälle, in welchen 
die Zymase noch tätig, die Carboxylase aber unwirksam ist. Solche Fälle 
habe ich noch nie beobachtet, vielmehr gerade das Gegenteil, und wenn sie 
auch von anderer Seite Bestätigung finden werden, so wird diese Beobachtung 
von größerer Tragweite für die Erkenntnis des Gärungsmechanismus und 
die Prüfung der jetzt herrschenden Gärungstheorien; vorläufig scheint 
sie mir jedoch ziemlich zweifelhaft. Die Angabe von Hägglund und 
Augustsson, daß Abderhalden und Fodor die Induktionszeit zuerst (im 
Jahre 1921) beobachtet haben, ist nicht richtig, da diese Beobachtung 
von mir schon im Jahre 1911 gemacht und erklärt wurde (6). 


Anhang. 


Nachdem diese Mitteilung geschrieben war, habe ich Kenntnis von 
der Arbeit von Neuberg (7) genommen, in welcher er feststellt, daß Brenz- 
traubensáure bei der richtigen Pufferung in n/10-Lösung schneller als 
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Glucose vergárt. Meine und Polonskis Versuche mit Trockenhefe und 
Mazerationssaft (l.c. J., S. 336 und Fermentforschung, S. 82) wurden 
ohne Pufferung ausgeführt, wobei ich, um pg möglichst nicht zu ändern, 
für Rohrzucker die Konzentrationen kleiner als n/40 und n/80 und für 
Brenztraubensäure kleiner als n/10 und n/20, also etwa 0,8 und 0,4°/, 
Lösungen dieser beiden Stofte angewandt habe. Es scheint mir, daß durch 
die künstliche Pufferung die Zymase oder Carboxylase begünstigt wird (8), 
und daß es infolgedessen besser wäre, von der Puffterung Abstand zu 
nehmen, um so mehr, als z. B. Mazerationssaft von der Natur ab schon gut 
gepuffert ist. Jedenfalls beabsichtige ich, die Versuche, die ich vor 11 Jahren 
mit Polonski angefangen habe, mit der Berücksichtigung von pg wieder 
aufzunehmen. | 
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Untersuchungen 
über die Zusammensetzung der Zellmembran auf Grund einer 
neuen Methode zur Bestimmung der Oberflächenspannung. 


Von 
Stuart Mudd und Emily B. H. Mudd. 


(Aus dem Henry-Phipps-Institut und Department of Pathology, University 
of Pennsylvania, Philadelphia.) 


(Eingegangen am 18. März 1927.) 


Aus einer Reihe von Tatsachen geht hervor, daß die Eigenschaften 
der Oberfläche der lebenden Zelle hinsichtlich ihrer Reizbarkeit, des 
Übertritts gelösten Materials und der Aufnahme von ungelösten 
Partikeln in die Zelle von besonderem Interesse sind. Das Protoplasma 
der Oberfläche bildet zumeist eine spezielle Schicht, deren Merkmale in 
_mancherlei Beziehungen der Zelle zu ihrer Umgebung sorgfältig zu 

studieren sind. Durch die Anwendung analytischer und selbst mikro- 
chemischer Methoden wurden bisher leider nur sehr mangelhafte Er- 
gebnisse betreffs der Zusammensetzung der Zellmembran erhalten. 
Eine Erweiterung unserer Kenntnisse ließe sich erhalten durch eine 
kürzlich ausgearbeitete Methode, die sich mit der Oberflächenzusammen- 
setzung der normalen Zelle sowie mit der Wirkung verschiedener 
Reagenzien auf die Zelle beschäftigt. Die Zellen oder andere zu prüfende 
Stoffe werden in der Phasengrenze zweier Flüssigkeiten untersucht; 
man erhält so ein unmittelbares Bild von der relativen Benetzbarkeit 
des Stoffes an der Zellenoberfläche in zwei flüssigen Phasen. Durch 
geeignete Auswahl des Materials und der experimentellen Bedingungen 
könnten durch derartige Beobachtungen wertvolle Kenntnisse gesammelt 
werden hinsichtlich vieler Fragen der Oberflächenchemie und Ober- 
flächenphysiologie der Zelle. Es ist zu hoffen, daß eine kurze Zusammen- 
fassung der mit Hilfe dieses Verfahrens erhaltenen Ergebnisse Ver- 
anlassung gibt, die Methode auf weitere Probleme der Biochemie an- 
zuwenden und auf andere Gebiete der Kolloidchemie auszudehnen. 

Betrachten wir eine feste Partikel in der Phasengrenze zwischen 
Wasser und einer organischen Flüssigkeit (1). Die Partikel wird sich so 
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einstellen, daß sich im Gleichgewicht befindet: Teo = Tsw + Towcos®, 
wobei Tso die Spannung (Tension) an der Grenzoberfláche der 
festen und organischen Phase, Tsw die Spannung an der festen und 
wässerigen Grenzoberfläche, Tow die Spannung an der Grenzoberfläche 
der zwei Flüssigkeiten und e der Berührungswinkel zwischen. der 
wässerigen und festen Phase bei irgend einem Punkt 0 auf der Oberfläche 
der festen Partikel ist (2). 

Die notwendigen Bedingungen für das Gleichgewicht der Partikel 
in der Grenzoberfläche sind, daß Tso < Tsw + Tow und Tsw < Teo 
+ Tow. 

Wenn Tso > Tsw + Tow, so werden die Phasengrenzen nach der 
organischen Seite verschoben, bis die Partikel vollständig benetzt und 
eingehüllt wird durch die wässerige Phase. Wenn Tsw > Tso + Tow, 
so wird das Teilchen benetzt und eingehüllt durch die organische Phase. 
Jede dieser drei Möglichkeiten kann mit bestimmten Zellen realisiert 
werden. Die Untersuchungsmethode wurde an anderem Orte be- 
schrieben und illustriert (3). 

Sie besteht kurz in folgendem: ein Tröpfchen (nicht ein ganzer Tropfen) 
der wässerigen Zellsuspension und ein Tropfen der organischen Phase 
werden auf einen sorgfältig gereinigten Objektträger gebracht. Man bringt 
ein Trópfchen der Zellsuspension auf den Objekttráger am bequemsten 
mittels einer Öse, welche vorher wiederholt abwechselnd mit destilliertem 
Wasser gewaschen und in der Flamme des Bunsenbrenners ausgeglüht 
war. Das Öl wird auf den Objektträger gebracht, indem man diesen mit 
einem Öltropfen berührt, der am Rande des Glasstopfens des Gefäßes 
hängt, in welchem das Öl aufbewahrt wird. Darüber wird nun ein reines 
Deckglas (4) derart gelegt, daß die Zellsuspension an der einen Seite des 
Deckglases zu einem Häutchen und die an die wásserige Phase anstoßende 
organische Phase zu einem Häutchen ausgebreitet wird. Das Präparat 
wird dann in einem mit Dunkelfeldkondensor ausgestatteten Mikroskop 
untersucht. 


In einem solchen Präparat zeigt sich die flüssig-flüssige Phasen- 
grenze als eine helle Linie, oft mit Interferenzstreifen, und die Zellen 
erscheinen als glänzende Objekte gegen einen dunklen Hintergrund. 
War das Präparat richtig angefertigt (3), so tritt die organische Phase 
langsam in die wässerige über, derart, daß die suspendierten oder 
sedimentierten Zellen von der fortschreitenden Grenzphase langsam 
eingeholt werden. Sie reagieren an der Grenzoberfläche charakteristisch 
gemäß des Grades der physikalisch-chemischen Ähnlichkeit (5) und 
somit der Benetzbarkeit der Zellenoberfläche und der zwei flüssigen 
Phasen (6). 

In den hier beschriebenen Versuchen wurden als organische Phase 
meistens Triglyceride der Fettsäuren (Tributyrin, Tricaprylin und 
Triolein) verwendet; unter dem ‚Öle‘ ist, wenn nicht anders vermerkt, 
eine dieser drei Fettarten zu verstehen. | 
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Mellon hatte jüngst die Methode der Grenzphasentension zu makro- 
skopischen Untersuchungen angewandt, indem er Bakterien in verschiedenen 
Salzlösungen-Ölemulsionen schüttelte und die Verteilung der Zellen zwischen 
den zwei flüssigen Phasen beobachtete (7). 


Daten über die Beziehungen der Oberllächentension gewisser Zellen. 


Die Mehrzahl der in dieser Hinsicht untersuchten Zellen erreicht 
ein Gleichgewicht in der Grenzoberfläche zwischen der wässerigen und 
organischen Phase; i. e Tso< Tsw + Tow und Tsw < Tso + Tow. 
Die Zellen können wiederum nach ihrer größeren Benetzbarkeit mit 
Wasser oder mit dem Öle verteilt werden. 

Die roten Blutkörperchen der Säugetiere zeigen eine gewisse Stabilität 
in der Grenzoberfläche, aber sie gehen bereitwillig in das Öl über; ihre 
Benetzbarkeit mit dem Öle ist anscheinend größer als ihre Benetzbarkeit 
mit der wässerigen Phase. An einer anderen Stelle besprochene Resultate 
zeigen (8), daß in der Oberfläche der roten Blutkörperchen der Säugetiere 
Lipoide und Proteine enthalten sind. J. A. Bradley und der Autor fanden, 
daß auch die nucleinhaltigen roten Blutkörperchen des Frosches und 
des Huhnes nur eine geringe Stabilität in der Öl—Wasser-Grenzphase 
besitzen, und daß sie mit geringer mechanischer Hilfe in das Öl über- 
gehen. 

Menschliche polymorphnucleäre Leucocyten in frisch geronnenem 
Blute dringen in die Phasengrenze ein, sie wurden in Form einer Linse 
herausgezogen und über die Phasengrenze verteilt unter vollständiger 
Zerstörung des Cytoplasmas (8). Solche Leucocyten sind erst bei 
Zimmertemperatur und dann während langsamer Erwärmung des 
Präparats auf ungefähr 50°C beobachtet worden (8). Während des 
Erwärmungsprozesses setzten die Leucocyten der Benetzung durch das 
Öl zunehmenden Widerstand entgegen; zu gleicher Zeit wurde ein 
Wechsel in ihrer inneren Struktur bemerkbar, der auf eine gallertartige 
Beschaffenheit des Protoplasmas hinwies. Im letzten Stadium schoben 
sich die erwärmten Leucocyten vor die vorwärtsstrebende Ölphase 
oder, am Glase angeklebt, verhinderten sie den Fortschritt der Grenz- 
fläche örtlich, bis die ‚Halbinsel‘ und selbst Tröpfchen der wässerigen 
Leucocyten-enthaltenden Phase im Öl zurückgelassen wurden. Demnach 
verminderte die durch die Wärme verursachte Schädigung der Leuco- 
cyten ihre Ölbenetzbarkeit, bis der Zustand Tso > Tsw + Tow erreicht 
oder beinahe erreicht wurde. 

Kaninchenblutplättchen zeigten in Übereinstimmung mit den 
menschlichen Leucocyten einen größer werdenden Widerstand gegenüber 
Benetzung mit den Ölen (Mineralöle und Lebertran und geschmolzene 
Vaseline), wenn man sie der Hitze aussetzte (8). 

Bakterien, mit Ausnahme der säurefesten Mikroorganismen, be- 
sitzen ebenfalls Stabilität in der Öl— Wasser-Phasengrenze und werden 
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dort inhohem Grade adsorbiert (9). Die den verschiedenen beobachteten 
Ölen entgegengebrachte Oberflächenspannung der Bakterien scheint 
in der Regel größer zu sein als die gegen die wässerige Phase. 

Spermatozoen (menschliche, Meerschweinchen) erreichen ebenso ein 
beständiges Gleichgewicht in der Öl—Wasser-Phasengrenze. Menschliche 
Spermatozoen sind im Samen entweder unverdünnt oder mit einer 
Salzlösung verdünnt studiert worden, mit Tricaprylin als organischer 
Phase. Die Spermatozoen haben, wenn sie unbehindert sind, die 
Neigung, sich durch die Grenzflächenspannung orientieren zu lassen, 
derart, daß sigh der Kopf und ein Teil oder der ganze Schwanz in der 
Phasengrenze befinden; die Spermatozoen können dann durch strömende 
Bewegungen längere Strecken längs der Phasengrenze von Regionen 
niedrigerer zu solchen höherer Grenzflächenspannungen getragen werden. 
Spermatozoen, die frei gegen die Phasengrenze schwimmen, mögen 
von dieser als einer unüberwindlichen Barriere zurückkehren; in einem 
solchen Falle ist die Phasengrenze zweifellos bereits mit einer Adsorptions- 
schicht versehen. Oder der Kopf und ein Teil des Schwanzes dringen 
in die Phasengrenze ein und orientieren sich wie oben beschrieben. 
Fortgesetzte Schwanzbewegungen mögen die Spermatozoen die Phasen- 
grenze entlang tragen; gewöhnlich werden sie aus der Phasengrenze 
in die wässerige Phase hinausbefördert. 

Wenn die sedimentierten und am Glase klebenden Spermatozoen 
von der vorwärtsdringenden Phasengrenze überholt werden, mag die 
Phasengrenze mit geringer oder sogar mit gar keiner Deformation am 
Schwanz entlanggleiten; wenn sie aber den Kopf erreichten, so ist sie 
sichtbar rückwärts gebeugt, was auf einen bestimmten Widerstand 
des Kopfes beim Versuch, in das Öl einzudringen, hindeutet. Spermato- 
zoen von Meerschweinchen können durch Durchschneiden des Vas 
Deferens oder Epididymis, Ausmilchen der Spermatozoen in einer 
0,8% NaCl-Lösung oder Lockeschen Lösung erhalten werden. Auf 
diese Weise gewonnene Spermatozoen sind gewöhnlich in Bündeln von 
zwei und mehr aufgefunden worden, mit den Köpfen in einer weichen, 
interzellularen Matrix steckend, und mit den Schwänzen in paralleler 
Richtung zueinander liegend, entweder ruhig oder sich nur schwach 
bewegend. Wenn die vorwärtsschreitende Grenzfläche die interzellulare 
Substanz erreicht, so breitet sich diese aus, wodurch eine lokale Herab- 
minderung der interfazialen Spannung und eine lokale Vorwärts- 
bewegung der Grenzfläche stattfinden. Der Durchbruch der wirklichen 
Spermaköpfe durch die Grenzfläche vermindert ihr Vorwärtsschreiten, 
zeigt jedoch einen Widerstand gegen die Benetzung durch Öl, ähnlich 
dem der menschlichen Spermatozoenköpfe. 

Spermatozoenköpfe bestehen aus Nucleoprotein (96%), aus 
anorganischen Salzen und einer eisenorganischen Verbindung. Die 
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Schwänze sind reich an phosphorhaltigen Fetten, die von Cholesterin, 
Fetten und einem typischen Protein begleitet sind (10). Sperma- 
tozoenköpfe und Bakterien im Gegensatz zu Blutzellen bleiben hin- 
sichtlich ihrer Form von den interfazialen Spannungen unverändert. 

Spermatozoen sind im Gegensatz zu polymorphkernigen Leuco- 
cyten und Thrombocyten hinsichtlich ihrer interfazialen Spannungs- 
verhältnisse nach ihrer Beschädigung nicht wesentlich verändert ge- 
funden worden. Menschliche Spermatozoen sind nach Waschung 
und Aufbewahrung in 0,8% NaCl-Lósung von einigen bis 24 Stunden, 
ja selbst 6 Tagen studiert worden. Sie sind in ähnlicher, Weise 6 Tage 
in einer isotonischen CaCl,-Lösung gewaschen und aufbewahrt worden; 
sie sind 1 Stunde bei 60 bis 65°C erhitzt worden. Ihr Verhalten in 
Filmen gegenüber Tricaprylin war — mit Ausnahme ihrer Bewegungs- 
fähigkeit — in allen Fällen, wie schon geschildert, ähnlich der der 
unbeschädigt im Samen eingeschlossenen Spermatozoen. 

Säurefeste Bakterien (11) sind allen anderen bisher studierten 
Zellentypen insofern entgegengesetzt, als sie von selbst von der Grenz- 
fläche in die Tricaprylin oder Oleinsáure passieren, i. e Tsw > Tso 
+ Tow. Durch die Berührung der Phasengrenze mit den losen Klumpen 
der meisten säurefesten Bakterien bewegt sich die Phasengrenze 
vorwärts, zerstreut die Klumpen explosionsartig und schleudert die 
Bakterien ins Öl. Dies ist in sehr vielen Fällen gegenüber Tricaprylin 
mit Rindertuberkelbazillen, Vogeltuberkelbazillen und den Tuberkel- 
bazillen von Kaltblütern wie auch gegenüber mehreren säurefesten 
Saprophyten beobachtet worden. Mit anderen Fetten als Tricaprylin 
fanden wir einen sehr mäßigen Grad von Stabilität in der Grenzfläche, 
aber doch einen viel kleineren, als bei anderen Zellentypen beobachtet 
wurde. Ein atypischer Stamm von Rindertuberkelbazillen, nämlich 
der Bazillus von Calmette und Guérin (12), und die wenigen bisher 
studierten Stämme des menschlichen Tuberkelbazillus haben eine 
mäßige Stabilität in der Tricaprylin— Salzlösung-Phasengrenze gezeigt. 
Ob nun diese nur wenig geringere Benetzbarkeit mit Öl als charak- 
teristischer, die menschlichen Tuberkelbazillen von typischen Rinder- 
tuberkelbazillen und anderen säurefesten Bakterien trennender Faktor 
angesehen werden muß, ist durch unsere Versuche vorläufig un- 
entschieden. 

Die auffällige Benetzbarkeit des Öles mit den Oberflächen der säure- 
festen Bakterien steht in Übereinstimmung mit den Resultaten der 
chemischen Analyse, die diese Bakterien unter den pathogenen Bakterien 
einzigartig erscheinen lassen in ihrem ungewöhnlich hohen Gehalt an 
Lipoiden (13). Das Studium des kataphoretischen Verhaltens von 
Tuberkelbazillen durch Freund (14) hat eine in mancher Hinsicht große 
Ähnlichkeit mit vielen von Protein umhüllten Partikeln ergeben. Es 
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scheint sich demnach zu ergeben, daß die Oberflächen der säurefesten 
Bakterien komplex sind und am wenigsten Lipoid- und Proteinbestand- 
teile enthalten. 

Interessante Oberflächenveränderungen der Bakterien in bezug 
auf das besondere Problem der Färbung der säurefesten Bakterien 
können durch fortdauernde Extraktion dieser Mikroorganismen durch 
95%, Alkohol im Soxhletapparat erzielt werden. Die so extrahierten 
Bakterien sind stabil in der Phasengrenze. Einige von Dr. J. D. Aronson 
durch 4 Wochen extrahierte Rindertuberkelbazillen verhielten sich in 
der Phasengrenze wie gewöhnliche (nicht säurefeste) Bakterien; nichts- 
destoweniger behielten sie ihre Säurefestigkeit. Es existieren in der 
Literatur zwei widersprechende Ansichten über die Sáurefestig- 
keit (15): die erste stützt sich auf die Annahme einer verhältnismäßig 
undurchlässigen Schutzhülle um den Organismus (16); die zweite sucht 
die Säurefestigkeit der Bazillen im Hinblick auf das in ihnen enthaltene 
säurefeste Wachs zu erklären. Die Beobachtung, daß eine Extraktion 
die Oberfläche der Bakterien so völlig verändern kann, ohne ihre 
firbenden Eigenschaften aufzuheben, scheint die erste Erklärung aus- 
zuschließen. Eine anscheinend zufriedenstellende Theorie ist kürzlich 
von Long bekannt gegeben worden (15). 


Der Einfluß von Immunserum auf die Zellenoberfläche. 


Die interfaziale Spannungsmethode hat sich beim Studium des 
Reaktionsmechanismus zwischen gewissen Zellen und ihren entsprechen- 
den Immunseren gut bewährt. Die Behandlung der roten Blutkörperchen 
mit spezifischem Immunserum erhöht die Widerstandsfähigkeit der- 
selben gegen das Benetzen mit Öl und vergrößert die Stabilität derselben 
in der Phasengrenze ganz bedeutend. Die weitere Analyse der Reaktion 
wies darauf hin, daß der hämolytische Amboceptor des Antiserums sich 
in der Hauptsache mit alkohollöslichem Material an der Oberfläche der 
roten Blutzellen verbindet und daß das Agglutinin sich wahrscheinlich 
in erster Linie mit dem Protein verbindet (8). 

Impfung von Kaninchen mit menschlichen Spermatozoen bewirkt 
Antiseren, welche die enthaltenen Spermatozoen agglutinieren. Jeder 
Klumpen ist eine kleine Verfilzung von Spermien, die gewöhnlich ent- 
weder Kopf an Kopf oder Kopf an Schwanz zusammenhängen. Solche 
Klumpen zeigen Stabilität in der Phasengrenze und biegen bei ihrem 
Übergehen in Öl die Phasengrenze zurück; dieses Verhalten ist nicht 
bedeutend verschieden von dem Verhalten der Köpfe der Spermafäden. 

Eine milde Infektion mit Tuberkelbazillus oder einem anderen 
säurefesten Bazillus und nachfolgende intravenöse Impfungen mit dem 
getöteten Bazillus erzeugen im Kaninchenserum Antikörper gegen 
den eingeimpften Bazillus (17). Eine Behandlung der Bazillen mit 
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M. tuberculosis (Bovin 111) 


Ziege, antituberkuloses Immunserum viel stärker als Kaninchen.,antiavium-Immunserum. Mäßige Kreuzreaktionen zwischen bovins und avian»Stámmen. 


M. tubereulosis-Immunserum 


M. avium 


wachsenden Konzentrationen 
solcher Immunseren führt einen 
wachsenden Widerstand gegen 
das Benetzen mit Öl herbei. 
Auch die Kohäsion der Klumpen 
wird durch die Behandlung mit 
Immunserum bedeutend ver- 
größert. Der Effekt des Serums 
ist serologisch spezifisch; die 
Interaktion ist stark zwischen 
dem Immunserum und den ent- 
sprechenden Mikroorganismen 
und mäßig zwischen Serum 
und nahe verwandten Mikro- 
organismen. Mit Immunserum 
und nicht verwandten Mikro- 
organismen (17) (18) oder mit 
normalem Serum kommt eine 
bemerkenswerte Erhöhung der 
Widerstandskraft gegen das Be- 
netzen mit Öl nur als Resultat 
der Behandlung mit konzen- 
trierten Seren vor. 

Die Spezifität derjenigen 
Reaktionen, durch die immune 
Seren die Oberfläche der säure- 
festen Bakterien verändern, 
wurde durch die Bestimmung 
der Titer in dieser interfazialen 
Reaktion für verschiedene Serum- 
Bakterienmischungen sowohl wie 
auch durch Adsorptionsversuche 
erwiesen. In den Tabellen I 
und II wurde je ein Beispiel 
gegeben. Nachdem die Bakterien 
in Serumverdünnungen über 
Nacht im Eisschrank aufbewahrt 
worden waren, wurden sie vor 
dem Studium in der Salz—Öl- 
Phasengrenze in einer Salzlösung 
gewaschen. Die Pluszeichen 
zeigen verschiedene Grade der 
Veränderung der Bakterien- 
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oberfläche an, wie sie in der Salz — Tricaprylin-Phasengrenze beobachtet 
wurden. 


Die Bindung der Antikörper, wie sie durch die interfaziale Reaktion 
beobachtet wurde, läuft parallel mit der von Agglutinin (19). 


Die Oberflächen der Bakterien werden durch Gebrauch frischer, 
normaler Seren in einer Weise verändert, die sie quantitativ weniger, 
qualitativ aber gar nicht von dem Effekt immuner Seren unterscheidet. 
Sensitizieren mit normalen Seren verringert die Ölbenetzbarkeit und 
verstärkt die Kohäsion der säurefesten Bakterien, in geringerem Grade 
jedoch und mit niedrigerem Titer als mit homologen Immunseren. Eine 
30 Minuten dauernde Erwärmung von Schaf-, Ziegen-, Kaninchen- 
und menschlichen Seren auf 56°C verringert gewöhnlich, hebt aber 
nicht ihre Wirkung auf die Bakterienoberfläche auf. Meerschweinchen- 
serum nach Inaktivierung war ohne bemerkbaren Einfluß auf die 
Oberfläche der Bakterien. 


Die sensitizierende Substanz. Es ist eine bekannte Tatsache, daß 
die Antikörper aufs innigste mit den Serumglobulinen verbunden sind 
und die Globuline durch verschiedene chemische Manipulationen be- 
gleiten. Obwohl ein bemerkenswerter Fortschritt in der Kenntnis der 
Beziehung zwischen Antikörpern und den Globulinfraktionen kürzlich 
von Felton (20) festgestellt wurde, so bleibt es doch ungewiß, ob die 
“Antikörper als besondere Arten von Globulinen oder als getrennte, die 
Globuline begleitende chemische Substanzen angesehen werden müssen. 
Wie dem auch sein mag, überzeugende Beweise sind ganz kürzlich 
von Shibley (21) dafür erbracht worden, daß die Bindung von Agglu- 
tininen mit verschiedenen Bakterien diesen einen Oberflächenbezug 
von Globulin gibt. Shibleys Kurven zeigen an, daß sich Globulin- 
teilchen und Bakterien, welche Agglutinin aus konzentrierten, homo- 
logen Antiseren adsorbierten, in kataphoretischen Versuchen in der- 
selben Weise verhalten. Daß das auf der Oberfläche der Bakterien 
adsorbierte Globulin denaturiert ist, wird durch Analogie mit den 
Eigenschaften anderer auf Oberflächen adsorbierter Proteine sowohl 
wie auch durch die Ausfällungsreaktionen der sensitizierten Bakterien 
selbst angezeigt. 


Durch das Entgegenkommen Dr. L. D. Feltons ist es uns möglich 
geworden, das interfaziale Verhalten der Antipneumokokkenglobuline 
mit dem interfazialen Verhalten von sensitizierten Bakterien zu ver- 
gleichen. 


Je eine Probe der Typen I, II und III von in Wasser unlöslichem 
Pferdeserumprotein, das im Tierversuch eine Schutzwirkung hat und 
die übrigen immunologischen Reaktionen gibt (22), wurde uns von 
Dr. Felton zugesandt. Dieses Material war viermal bei dem isoelektrischen 
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Punkte des die schützenden Substanzen enthaltenden Proteins gefällt 
und wiederholt mit Wasser gewaschen worden (22). Nach dem Empfang 
wurde das Protein in kleinen Aggregatteilchen in destilliertem Wasser 
suspendiert. Die Teilchen waren von der ungefähren Größe von Bakterien, 
und die Aggregate zeigten im Dunkelfeld eine große Ähnlichkeit mit 
kleinen Klumpen von agglutinierten Mikroorganismen. 

Diese mit immunen Eigenschaften versehenen Globuline wurden 
in der Phasengrenze zwischen destilliertem Wasser und Tricaprylin 
und zwischen Salzlösung und Tricaprylin beobachtet. Die Suspension 
in Kochsalzlösung wurde durch vorsichtige Zugabe einer 0,8% Koch- 
salzlósung zum Protein in destilliertem Wasser bereitet, bis die sich 
daraus ergebende Mischung nur wenig wolkig war. Der größte Teil des 
Globulins wurde natürlich dabei aufgelöst. Die verbleibenden Aggregate 
zerstreuten das Licht im Dunkelfeld weniger gut als die Teilchen in 
destilliertem Wasser. Mit der Phasengrenze in Berührung gebracht, 
wurden sie schnell in der Grenzfläche verstreut; die dadurch ent- 
standenen Teilchen waren einen Augenblick sichtbar, als sie sich an der 
Phasengrenze ausbreiteten, bis auch sie dem Auge entschwanden. 
Wenn ein großes Aggregat von einer sich schnell vorwärts bewegenden 
Phasengrenze überholt wurde, schleppten sich einige der Proteine bis 
ins Öl durch, mit geringer lokaler Verzögerung der vorwärts rückenden 
Phasengrenze. 

In der destillierten Wasser—Tricaprylin-Phasengrenze waren die 
Globulinaggregate im Gleichgewicht. Große, frei schwimmende 
Aggregate wurden vor dem vordringenden Öl hingetrieben mit nur 
demjenigen Teil ihrer Oberfläche in der Phasengrenze, der die Grenz- 
fläche berührte. Sehr kleine Aggregate drangen in die Phasengrenze ein 
und glitten an ihr entlang ` aber selbst bei solchen befand sich der größere 
Teil ihrer Masse mehr im Wasser als im Öl. Kleine, am Glase haftende 
Klumpen drangen durch die sich vorwärts bewegende Phasengrenze, 
die dadurch lokal aufgehalten wurde; die die Grenzflächen passierenden 
Aggregate breiteten sich dabei etwas aus. Kleine Klumpen bildeten 
weder Halbinseln noch Vakuolen. 

Globulinproben wurden durch Erhitzen auf 100°C denaturiert. 
Die entstandene weiche, geronnene Masse wurde mit Glasstäben zer- 
teilt und die Flocken in der destillierten Wasser—Tricaprylin- und 
Salz—Tricaprylin-Phasengrenze studiert. Die Kohäsion der Aggre- 
gate, ihr Haften am Glase und ihr dem Passieren ins Öl entgegen- 
gebrachter Widerstand wurden durch die Denaturierung sichtlich 
erhöht. Selbst kleine Aggregate hafteten sehr enge am Glase und 
passierten die Phasengrenze, ohne sich auszubreiten. Sie bildeten aber 
Halbinseln und Vakuolen. Die mit Globulinen erreichten Resultate 
sind in Tabelle III zusammengefaßt. 
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Interfaziales Verhalten der Globuline mit Immunkörper- 


eigenschaften, verglichen mit dem Verhalten der säurefesten Bakterien. 


Natives Globulin in 
Kochsalzlösung 


a | Gering 
ak u AP tn a a | an 


Natives Globulin in 


destilliertem Wasser 


Denaturiertes 
Globulin in Koch- 
salzlösung oder 
destilliertem Wasser 


Aggregate der 
nicht sensitizierten 
säurefesten 
Bakterien 


Klumpen der 
maximal 
sensitizierten säure- 
festen Bakterien 


Schwierigs 
Kobäsion | Adhäsion keit beim | Interfazisles 
von von Wast, | Verhalten der 
Globulinen Glase in die Aggregate 
Olphase 


| Aggregate 


verstreut 
entlang der 
Phasengrenze 


Aggregate 
bei der Öl 
— Wasser- 
Phasengrenze 
hauptsächlich 
in Wasser; 
etwas ver- 
streut wäh- 
rend des 
Passierens 
der Phasen- 
o | erez EE 


Mäßig 


Mábig 


Mäßig 


. —Wasser- 
Phasengrenze 
beinahe voll- 
stándig in 
der Wasser- 
phase. Keine 
Verstreuung 
der Aggre- 
gate in der 
Phasen- 
| "grenze 


| Grob Groß Groß 


Aggregate 
Sehr Spontan | verstreut. 
— benetzt | Bakterien in 
gering mit Öl | das Ol ge- 
schleudert 


Klumpen in 
Öl— Wasser- 
grenze haupt- 
sächlich in 
der Wasser- 
phase. 
Klumpen 
nicht ver- 
streut durch 
die Phasen- 
grenze 


Groß Groß 


Das interfaziale Verbalten der denaturierten Globuline in Kochsalzlösung war 
scheiden von dem Verhalten der maximal sensitizierten säurefesten Bakterien in Kochsalzlösung. 


Interfaziale 
Spannungs» 
verhältnisse 

(gefolgert aus 


Beobachtungen) 


Tsw < Tso 
+ Tow 
Tso < Tsw 
+ Tow 


Tsw < Tso 
Tsw < Tso 
+ Tow 
ist mäßig 


Tso < Tsw 
+ Tow 
ist ziemlich 
klein 


Tsw < Tso 
Tsw < Tso 
+ Tow 
ist groß 
Tso < Tsw 
+ Tow 
nähend zero 


Tsw < Tso 
Tsw < Tso 
+ Tow 
ist groß 
Tso < Tsw 
+ Tow 
ist gering 


nicht zu unter 
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Unterschiede im Verhalten von denaturierten Globulinteilchen 
in der Salz—Tricaprylin-Phasengrenze und dem von maximal sensiti- 
zierten säurefesten Bakterien in solchen Phasengrenzen haben wir 
nicht beobachten können. Obwohl die interfaziale Spannungsmethode 
in gewisser Hinsicht weniger unterscheidend ist als die Kataphorese, 
so bleibt das Resultat trotzdem nicht ohne Wert, insofern es als Stütze 
der durch kataphoretische und Präzipitationsversuche erhaltenen Be- 
weise dient: daß maximal sensitizierte Bakterien mit einem Film von 
denaturiertem Globulin überzogen sind. Es wäre wünschenswert, 
diese Verallgemeinerung weiter zu prüfen. 
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Studien über Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


IV. Mitteilung: 


Über die Rolle des retikulo-endothelialen Systems 
im Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


Von 


Samuel Leites. 


[Aus dem Laboratorium für pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts zu Charkow (Ukraine).] 


(Eingegangen am 20. April 1927.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Unsere früheren Untersuchungen!) zeigten, daß die Elimination des 
Neutralfettes in den Geweben bzw. Organen und vorerst in der Leber 
bei der alimentären Lipämie und Lipoidämie aus dem arteriellen Blute 
von Cholesterin- und Phosphatidsteigerung in dem venösen Blute 
begleitet wird; andererseits wurde gezeigt, daß die Elimination von 
Fettsäuren, Cholesterin und Phosphatiden in den Lungen, sowie von 
Cholesterin in der Milz parallel mit der Neutralfettzunahme verläuft. 
Diese bestimmten Wechselbeziehungen zwischen Neutralfett und Lipoiden 
wurden von uns einerseits als Resultat einer möglichen Cholesterin- 
bzw. Phosphatidbildung aus den Produkten von Neutralfettspaltung 
— Fettsäuren betrachtet und andererseits als Folge einer möglichen 
Synthese von Neutralfett aus sowohl exogen eingehenden, als auch sich 
endogen, in loco bildenden bei Retention und möglichem Zerfall von 
Cholesterin und Phosphatid-Fettsäuren. Somit wird die Elimination 
einer Art von Fett-Lipoidsubstanzen in den Organen und Geweben 
von deren Umwandlung, Metabolie, in eine andere Art begleitet. Mit 
welchen Zellelementen ist nun dieser Prozeß der Elimination und 
möglicher Metabolie der Fett-Lipoidsubstanzen verbunden ? Eine Reihe 
von Literaturangaben leitet am allerersten zu der Annahme der Rolle 
von den Elementen des sogenannten retikulo-endothelialen Systems. 

Die Angaben der Literatur berechtigen zu dem Schluß, daß die 
im Blute reich kreisenden Fette und Lipoide von den Zellen des retikulo- 


1) 8. Leites, Studien über Fett- und Lipoidstoffwechsel. I., II., III. Mit- 
teilung, diese Zeitschr. 184, 273, 300, 310, 1927. 
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endothelialen (r.-e.) Systems gespeichert werden; diese elektive Ab- 
lagerung von Fett und Lipoiden in dem r.-e. System wird durch den 
physikalisch-chemischen Zustand der letzteren bedingt, insofern, als 
die Fette im Blute in Form feinster Emulsionen herumkreisen, während 
die Blutlipoide elektronegative Kolloide darstellen. Jedoch, während 
die morphologischen Untersuchungen (Anitschkow, Verse, Kusunockt, 
W. H. Schulz, Oppenheimer und Fishberg, Lutz, Zinserling u. a.) die 
Fähigkeit des r.-e. Systems, Fette und Lipoide zu speichern beweisen, 
bleibt die Frage offen, ob in den Zellen desselben die Verarbeitung, 
der Metabolismus der gespeicherten Stoffe stattfindet. Diese Frage 
ist um so mehr wichtig, als unsere diesbezüglichen Untersuchungen!) 
gezeigt haben, daß die exogen eingeführten Lipoide (Cholesterin und 
Lecithin) (bei Hunden) nicht als solche ins Blut gelangen, und daß 
die sogenannten exogenen alimentären Lipoidämien als endogene, mit 
dem Metabolismus des Neutralfettes bzw. der Fettsäuren verbundene 
erscheinen. 


Da nach den Angaben aller Autoren die experimentelle Cholesteatose 
durch die Einführung von Cholesterin in Öl oder von große Phosphatid- 
mengen enthaltenden Eidottern hervorgerufen wird, besteht die Mög- 
lichkeit, daß bei der experimentellen alimentären Cholesteatose nicht 
Cholesterinablagerung, sondern dessen Bildung in den r.-e. Elementen 
aus dem Neutralfett bzw. den Fettsäuren stattfindet, um so mehr, als nach 
Chalatow sowie auch Verse die initialen Ablagerungen zunächst isotrop 
sind. Es ist jedoch möglich, daß die Lungen von Herbivoren und gewisser 
Omnivoren (z. B. Ratten) Nahrungscholesterin durchlassen, welch letzteres 
in den r.-e. Elementen abgelagert wird; von Interesse ist die Tatsache, 
daß bei Hunden, bei welchen, wie wir gezeigt haben, das exogen eingeführte 
Cholesterin fast total in den Lungen zurückgehalten wird, keine experi- 
mentelle alimentäre Cholesteatose hervorgerufen werden konnte (Kawamura). 
Obgleich Anitschkow?) durch fortdauernde Fütterung mit Cholesterin in 
Sonnenblumenöl eine Cholesterinämie mit anisotroper Ablagerung in der 
Leber, den Lymphdrüsen des Mesenteriums, dem Knochenmark und der 
Nebennierenrinde einer splen- und ovarioektomierten Hündin gelungen ist, 
haben unsere Untersuchungen (siehe I. und II. Mitteilung) gezeigt, daß 
dieselbe nicht von dem eingeführten Cholesterin, sondern von der chronischen 
Einführung des Neutralfettes, in welchem das Cholesterin gelöst ist, ab- 
hängen kann. 


Die Aufgabe der vorliegenden Untersuchung bestand darin, die 
Rolle des r.-e. Systems in den Metabolieprozessen von Fett und Lipoiden 
bei alimentärer Lipo-Lipoidämie aufzuklären. 


I. Methodik. 
Die einzig mögliche Einwirkungsmethode auf das r.-e. System eines 
lebendigen, unzergliederten Tierkörpers besteht in der sogenannten Blockade, 


1) Siehe I., II., III. Mitteilung. 
2) N. Anitschkow, Verh. d. deutsch. pathol. Ges. 1925. 
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d. h. in der Sättigung der r.-e. Zellelemente mit exogenen, elektronegativen 
Kolloiden (Silber, Eisen, Farben) oder Suspensionen (Tusche). Die Zu- 
sammenfassung der zahlreichen Untersuchungen über den Einfluß der 
Blockade auf die Funktionen des r.-e. Systems!) berechtigt zu folgenden 
Schlußfolgerungen: die „Blockade“ beeinflußt zweifellos die Funktions- 
eigenschaften der r.-e. Elemente; dieser Einfluß findet seinen Ausdruck 
in der Senkung wie auch in der Steigerung der Funktionen und wird durch 
den Charakter der eingeführten Substanz, die Dosengröße und die Dauer 
der Verabreichung, endlich durch den Zustand der r.-e. Zellen selber be- 
stimmt (Nissen, Lemmel und Löwenstedt, Kuczynski, Kusnetzowsky, Börner- 
Patzelt, Pfeiffer, Standenath, Halbstaedter und Wolfsberg, v. Gaza, Schlecht 
und Goldmann u. a.). Jedenfalls, wie Paschkis betont, sprechen die positiven 
Ergebnisse bei der Blockade für die Teilnahme des r.-e. Systems an der 
untersuchten Erscheinung, dagegen negative Ergebnisse entweder für eine 
nicht komplette Blockade oder dafür, daß der r.-e. Apparat an dem Prozeß 
nicht beteiligt ist. 

Die Blockade des r.-e. Systems der Versuchstiere (Hunde) wurde mit 
intravenös eingeführtem kolloidalen Silber bzw. kolloidalen Eisen (Ferrum 
saccharat.) bzw. Tusche ausgeführt. Wir benutzten in allen Versuchen 
immer dasselbe Präparat des kolloidalen Silbers, Solargentum solubile 
Squibb et Co., das etwa 20% Silber enthält, und die sogenannte Nankin- 
tusche. Die Silberintoxikationserscheinungen bei den Hunden (Gewichts- 
abnahme, Appetitlosigkeit und Durchfall) erschienen erst nach fortdauernder 
Verabreichung des Solargentums, in welchem Falle auch keine Versuche 
ausgeführt wurden. Es ist zu bemerken, daß die blockierten Hunde gegen 
die Narkose äußerst empfindlich sind: die meisten dauernd blockierten 
Hunde gingen bei nachfolgenden Operationseingriffen durch die Narkose 
zugrunde. Die mikroskopische Untersuchung der Organe der blockierten 
Hunde zeigte immer das Vorhandensein von Silber bzw. Eisen bzw. Tusche 
in den Sternzellen der Leber, in den r.-e. Elementen der Milz und des 
Knochenmarks; in dieser Hinsicht stimmen unsere Angaben mit den Unter- 
suchungen (an Kaninchen) von Tschaschin, Pfeiffer und Standenath, Nissen, 
Voigt, Petroff und anderen, welche gezeigt haben, daß intravenös eingeführtes 
kolloidales Silber, kolloidales Eisen und Tusche fast ausschließlich in den r.-e. 
Elementen der von uns erwähnten Organe abgelagert werden. Infolgedessen 
wird von uns im weiteren der Begriff des r.-e. Systems im engeren Sinne (nach 
Aschoff),d.h. des Leber-, Milz- und Knochenmarkretikulo-endothels gebraucht. 
Nach einem bestimmten Blockadegrade (Dosen und Dauer siehe Tabellen) 
wurden die normalen und splenektomierten Tiere per os mit Olivenöl, Oliven- 
öl + Cholesterin, Oleinsäure und Lecithin belastet, und das Blut auf Fett 
und Lipoide untersucht. Vor der Blockade des Tieres wurde immer 
dessen alimentäre Lipo-Lipoidämiekurve festgestellt und die nach der 
Blockade erhaltenen Angaben mit der Normalkurve für das gegebene Tier 
zusammengestellt; den letzteren Umstand betonen wir dringend, denn die 
alimentáre Blutfett- und Lipoidsteigerung bei verschiedenen Tieren variiert 
in ziemlich weiten Grenzen. Die Versuchsanordnung, sowie die Fett- und 
Lipoidbestimmung (nach Bang und Briggs) sind dieselben, wie bei den 
Untersuchungen über alimentäre Lipämie und Lipoidämie (s. Mitteilung I). 
Es wurden im ganzen 25 Versuche an zwölf Hunden ausgeführt. 


1) Ausführliches siehe S. Leites und A. Riabow, „Zur Frage der Blockade 
des r.-e. Systems‘. Zeitschr. f. d. ges. exper. Med., im Druck. 
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II. Einfluß der „Blockade‘‘ auf Fett- und Lipoidgehalt des Blutes bei 
alimentärer Lipo-Lipoidämie normaler und splenektomierter Hunde. 


Was die Literaturangaben anbetrifft, so müssen Beumers Beobachtungen 
betont werden, der eine prompte und starke Senkung des Serumcholesterins 
bei cholesteringespeicherten Kaninchen nach Einführung einer großen 
Dosis Ferrum saccharat. festgestellt hat; die Untersuchungen von Rosenthal, 
Moses und Petzal haben gezeigt, daß trotz einer intensiven Blockade (mit 
Tusche, Eisen und beiden zusammen) einzeitig mit der Reduktion durch 
Splenektomie des r.-e. Systems der Serumcholesteringehalt fast unverändert 
verblieb und nur von Zeit zu Zeit Neigung zur Senkung äußerte. Artom 
konnte auch in den Versuchen mit der isolierten Leber keinen bestimmten 
Einfluß der Blockade auf die Metabolie des Cholesterins feststellen. Ssokoloff 
hat bei Kollargolverabreichung an Hunden eine Serumcholesterinsteigerung 
bei denselben um 16 bis 19%, beobachtet, was sich jedoch in den Grenzen 
der individuellen physiologischen Schwankungen befindet. 

Unsere Versuche mit Solargentumverabreichung haben folgende 
Ergeonisse geliefert (Tabelle I). 

Wie die in der Tabelle I angeführten Angaben (die nicht angeführten 
zwei Versuche gaben ähnliche Resultate) zeigen, wird der Fett- und Lipoid- 
blutspiegel in dem peripherischen Blute durch die Blockade des r.-e. Systems 
mit kolloidalem Silber nicht merklich beeinflußt; die dabei beobachteten 
Veränderungen in dem Fett- und Lipoidgehalt des Blutes überschreiten 
nicht die Grenzen der physiologischen Schwankungen (s. Mitteilung I); 
es wird bloß die Neigung zu einer gewissen Cholesterinsteigerung, was mit 
Ssokoloffs Versuchen stimmt, beobachtet. Es muß dabei die Tatsache notiert 
und betont werden, daß unmittelbar nach der Einführung von kolloidalem 
Silber (nach 2 bis 10 Minuten) eine Senkung des freien Cholesterins und 
der Phosphatide (um 30 bis 50% ), mit Rückkehr nach 1 bis 2 Stunden zum 
normalen Niveau, beobachtet wird (Hund Nr. 5 und in einem nicht an- 
geführten Versuch); wie oben erwähnt, ist dieselbe Erscheinung von Beumer 
bei Kaninchen festgestellt. 


Der von Handovsky sowie von Marie festgestellte Zusammenhang 
zwischen der Stabilität des Cholesterins als einem Kolloidkörper und dessen 
Verbindung mit bestimmten Eiweißfraktionen berechtigt (Hueck) zu dem 
Schluß, daß der Cholesterinausfall in den Geweben ziemlich von dem 
Zustande des Kolloidkomplexes, mit welchem das Cholesterin verbunden ist, 
abhängt. Die Cholesterinsenkung im Blute bei der Einführung des den 
kolloidalen Blutzustand zweifellos verändernden kolloidalen Silbers wird 
wahrscheinlich eben dadurch bedingt. 


Die Zusammenstellung der Cholesterinsenkung, welche 1% bis 3 Stunden 
nach Belastung der Hunde mit mittleren Dosen des Olivenöls (s. Mitteilung I) 
stattfindet und der Neutralfettsteigerung parallel verläuft einerseits. mit 
der Blutcholesterinsenkung bei der Einführung von kolloidalem Silber 
andererseits, stellt ein gewisses Interesse dar. Auch in diesem Falle liegt die 
Ursache der Blutcholesterinsenkung in der Veränderung des kolloidalen 
Zustandes des Blutes, welche ihrerseits durch das Auftreten einer großen 
Neutralfettmenge darin hervorgerufen wird. Daß es wirklich so ist, zeigt 


der folgende Versuch mit einer intravenösen Einführung von Olivenöl- 
emulsion: 


Hund Nr. 15a (38), Gewicht 12kg. 27. November 1926 wurden 
5 ccm 5°, Emulsion von Olivenöl intravenös eingeführt. Cholesteringehalt 
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Tabelle I. 
Einfluß der Blockade auf den statischen Fett- und Lipoidblutspiegel. 


ld Hladla | ® 
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Hund Nr. 5. 
2.1. 1926. Norm . . . || 0,057 | 0,064 | 0,086 || 0,150 || 0,192 || 6,89 |¡Gew. 7 kg 


2. I. 1926 wurden Beem 5% Solargentum intravenös eingeführt. 
Nach 10 Minuten . . . |} 0,063 | 0,043 | 0,085 || 0,128 |, 0,152 || 5,80 || 
3., 4., 5., 6., 7. I. 1926 wurden täglich Beem 5%, Solargentum intravenös 
eingeführt. 


8.1. 1926 (nach 30 ccm 


Y: . 

5%, Solargentum) . . 0,062 | 0,061 Ä 0,080 | 0,141 | 
Hund Nr. 4. 

20.1.1926. Norm . . . || 0,039 | 0,078 | 0,066 || 0,144 |, 0,246 || 8,00 || Gew. 9,2 kg 


20., 21., 22., 23. I. 1926 wurden täglich 10 eem 5% Solargentum intravenós 
eingeführt. 


0,162 | 6,0 || Gew. 7 kg 


24. I. 1926 (nach 40 cem | | 

5% Solargentum) . . || 0,068 | 0,054 | 0,087 || 0,141 || 0,213 || 7,9 || Gew. 9,1 kg 
24., 25. I. 1926 wurden täglich 10 eem 5°, Solargentum intravenös eingeführt. 
26. 1. 1926 (nach 60 cem | | | | 

5% Solargentum) . . || 0,052 0,093 0,060 || 0,153 |, 0,213 || 7,9 ||Gew. 8,8 kg 
26., 28., 30. I. 1926 wurden täglich 10 cem 5% Solargentum intravenös eingeführt. 


1. IL 1926 (nach 90 ccm 
5% Solargentum) . . 


| 
0,047 | 0,074 | 0,062 0,136 | 0,342 | 7,8 | 
Hündin Nr. 25 (schwanger). 

19. VITO. 1926. Norm .! 0,076 | 0,064 | 0,112 ' 0,176 | 0,228 || 10,6 T Gew. 13.8 kg 
Vom 19. VII. bis 25. VITI. 1926 wurden 25cem 5% Solargentum + 5 ecem 
5% Tusche eingeführt. 

25. VIH. 1926 . . . . . ¡ 0,089 | 0,052 | 0,142 | 0,194 | | 11,7 || Gew. 13,5 kg 


Gew. 8,2 kg 


des peripheren Blutes vor der Injektion 0,146%,; 10 Minuten nach der 
Injektion 0,080 %. 

In unserer früheren Arbeit (Mitteilung I) wurde darauf hingewiesen, daß 
die Cholesterinsenkung bei der Belastung mit mittleren (7,0 bis 10,0 pro Kilo- 
gramm) Dosen von Olivenöl nicht mit der Ausscheidung des Cholesterins 
durch die Galle verbunden ist, sondern als Folge der Zurückhaltung in den 
Geweben bzw. Organen erscheint. Wenn diese Cholesterinzurückhaltung, 
dessen Ausfall, mit der Tätigkeit der r.-e. Elemente in Verbindung steht, so 
muß deren vorläufige Blockade die Cholesterinsenkung im Blute verhüten. 
Wie der in der Tabelle II angeführte Versuch zeigt, verhütet in der Tat 
die Einführung von Solargentum und Tusche die Blutcholesterinsenkung, 
welche wir gewöhnlich bei der Belastung mit derselben Olivenöldosis bei nicht 
blockierten Hunden beobachten; der Cholesteringehalt nimmt dagegen zu, 
wobei diese Steigerung nicht durch eine Hypolipämie begleitet wird. 
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Tabelle II. 


Hund Nr. 17, Gewicht 14,0kg. Am 22. April 1926, um 10 Uhr morgens, 
wurden per os 100,0 Ol. olivarum eingeführt (7,1 pro Kilogramm); 2 Minuten 
danach wurden 5ccm 5% Solargentum und 5ccm 109% Tusche intravenös 


eingeführt. 

BO ile Ä a |: 

EK ECH KENE 

5 | ès | 2° NGC 2 

Z 8 | 88 1% | A | 3 

Die Die e o | y y mgto 
Präformiert.. 2. 222200. 0,083 | 0,144 11 0,219 || 7.7 
3 Std. nach der Einführung 0.075 d 0,136 || 0,222 | 7.4 
Eu "Ve "e e ; a 0,177 Ge 8,1 
Bog a G E 0, 098 0, 125 | 0,067 || 0,192 1,8 


Mit anderen Worten führt die einmalige Blockade des r.-e. Systems 
den von uns festgestellten (Mitteilung I) ersten Lipámietypus in den zweiten 
über. Da nun gerade denselben Effekt wie die einmalige Blockade auch die 
Splenektomie (Tabelle III, Kurve 1) liefert, so erscheint die Cholesterin- 
senkung im ersten Lipämietypus als Folge des Austalls des Cholesterins, dessen 
Zurückhaltung durch die r-.e. Milzelemente, womit also die von uns in der 
I. Mitteilung cholesterinspeichernde Milzfunktion bestätigt wird. 

Zu den Momenten, welche die Cholesterinsenkung sofort nach der 
intravenösen Einführung von kolloidalem Silber bzw. Olivenöl und auch die 
Hypocholesterinämie bei dem ersten Lipämietypus hervorruft, muß auch 
die dabei wahrscheinlich auftretende Veränderung der Milzsperre (Henning), 
welche zum Ausfall des Cholesterins in der Milz beihilft, zugerechnet werden. 

Wie von uns in der I. Mitteilung erwähnt wurde, erscheint der Übergang 
des ersten durch die hypolipämische Phase und abwesende Cholesterin- 
zunahme in der Hyperlipämieperiode gekennzeichneten Lipämietypus in 
den zweiten Typus, wo der Cholesteringehalt zunimmt, nur bei wiederholter 
Einführung von mittleren Dosen und einmaliger Einführung von größeren 
Olivenöldosen. Dieser Übergang des ersten Typus der alimentären Lipämie in 


Tabelle III. 
Hund Nr. 6, Gewicht 11,3 kg. 


Frees Gebundenes Gesamt» 


Le Neutralfett nn Cholesterin Cholesterin 
An o Do 
23. 1. 1926. 10h morgens wurden ES os 100,0 Ol. olivarum eingeführt. 
Práformiert . e, | 0,047 0.090 | 0.062 " 0.152 
Nach 3 Std... ... | 0,114 | 0.051 0.062 | 0,113 
So E EECHER 0,075 | 0,057 0,045 y 0,102 
A ee 0,125 0,062 | 0,034 || 0,096 


ke I. 1926. Splenektomie. 
8. II. 1926. 10h morgens wurden per os 100,0 Ol. olivarum om 


ur S | 0,087 


0.061 0,054 0,087 0.341 


Práformiert . . ... | 0,055 | 0.073 0,052 0.125 
Nach 3 Std... .. "0095 | ong 0,116 0,175 
0.086 0,103 | 0.189 


Leen ` veemmmgff" 
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den zweiten kann somit als Folge der Blockade der r.-e. Systems, insbesondere 
der milz-r.-e., durch das endogene, infolge der Einführung einer großen Öldosis 
oder nach vorläufiger Einführung einer mittleren Dosis desselben zunehmende 
Cholesterin betrachtet werden. 

Wenn somit die Elimination des endogenen Cholesterins bei alimentärer 
Lipocholesterinämie in dem r.-e. System teilweise stattfindet, so tritt die 


Dër 3 5 7Std. 
nach d. Einführung 


Abb. 1. Abb. 2. 
Cholesterinblutspiegel beim Hunde Nr. 6 Hund Nr. A Neutralfettblutspiegel nach 
nach Einführung peros 100,0 Ol. olivarum Belastung mit 100,0 Ol. olivarum. 
vor ) und nach (-—--) der Spleneks Vor der Blockade. 

tomie. ——-— Nach Einführung von 60 ccm 50/9 

Solargentum. 
een Nach Einführung von % ccm 50/9 
Solargentum. 


Frage auf, ob nicht in dem r.-e. Apparat auch Verarbeitungsprozesse der 
resorbierten Substanzen stattfinden. Insofern als in unseren vorherigen 
Mitteilungen bewiesen wurde, daß die Zurückhaltung des Neutralfettes in 
den Geweben bzw. Organen durch die parallele Cholesterinzunahme be- 
gleitet wird, und insofern als diese Cholesterinzunahme als 
Bildung aus dem Neutralfett durch die Fettsäuren be- 
trachtet wurde, erschien die Notwendigkeit, die Rolle des 
r.-e. Apparats in diesen Wechselbeziehungen zwischen 
Neutralfett und Cholesterin aufzuklären. In dieser Rich- 
tung haben wir Versuche unternommen mit der Be- 
lastung der Hunde mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin 
nach einer fortdauernden Blockade des r.-e. Systems 0052 
(Tabellen IV, V, VI, VII). Prof IR ISA 
Bei der Zusammenstellung des Fett- und Lipoid- ARE 
blutspiegels bei alimentárer Lipo-Lipoidámie vor und nach e 5 
der Blockade können wir konstatieren: Neutralfettbluts 
a) Bei der Belastung mit Olivenöl bzw. Olivenöl spiegel nach Be» 
+ Cholesterin ist das Aufsteigen des Neutralfettes viel an ui N 
geringer, als vor der Blockade ausgedrückt, wobei eine Bar 


Vor de 
scharf ausgedriickte hypolipámische Phase (Abb. 2, 3) bei Blockade. 


dem bestimmten Blockadegrade stattfindet; es muß jedoch EC Nach Eins 
betont werden, daß dieses Phänomen nicht immer und 35 E ojo Sor 


nicht bei allen Tieren beobachtet wird. Auch die Be- largentum. 
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Tabelle IV. 


Lipämie und Lipoidámie bei „blockierten‘‘ Hunden nach Belastung mit 
Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin. 


| p 
ag a x 

$ E SE SE a Ih es 

SS 2 ES A ö 
E s5 | 73 | 23 | $3 [5 
3 wu © EK KZ ES 9 
v A E Le > 2 
zZ. O O Ds 3 
ur) dÉ Dia 9% dÉ mg’. y 


Hund Nr. 4, Gewicht 9 kg. 
13. I. 1926. 10h morgens wurden per os 100,0 Ol. olivarum eingeführt. 
Präformiert*). . . . . . |! 0,038 | 0,075 | 0,030 || 0,105 || 0,207 7,6 
3 Std. nach der Einführ. . || 0,076 | 0,098 | 0,055 || 0,153 || 0,279 8,6 
Doa A A z 0,134 | 0,079 | 0,092 || 0,171 || 0,219 8,0 
ER e á 0,081 | 0,085 | 0,062 || 0,147 || 0.207 | 7,8 
20., 21., 22., 23., 25. I. 1926 wurden täglich 10 cem 5% Solargentum intravenös 
eingeführt. 


26. I. 1926 wurden per os 100,0 Ol. olivarum eingeführt; nach 5 Min. 10 ccm 
5% Solargentum intravenos. 


Präformiertt . 22.2. . 0,052 | 0,098 ` 0,060 | 0,153 || 0,213 
3 Std. nach der Einführ. . | 0,025 | 0,093 , 0,115 | 0,208 | 0.228 
Bor» » Women | 0,051 | 0,109 || 0.160 | 0,201 SE 
nn. oo | 0,024 | 0,084 | 0,110 | 0381 | 7,9 


28., 30. I. 1926 wurden täglich 10 ccm 5% Solargentum intravenös eingeführt. 


1. II. 1926. 10h morgens wurden per os 100,0 Ol. olivarum eingeführt; nach 
5 Min. 10 cem 5%, Solargentum intravenös. 


Präformiertt. 2 22... 0,047 | 0,074 | 0,062 || 0,186 | 0,342 | 7.87 
3 Std. nach der Einfúbr. . || 0,103 | 0,012 | 0,092 | 0,104 || 0,330 || 7,24 
Doo a „ . | 0,094 | 0,009 | 0,114 || 0,123 0,205 | 

Toa Sn Ab „ «| 0,039 | 0,087 | 0,078 | 0,165 | 0,174 | 6,14 


Hund Nr. 7, Gewicht 9 kg. 
3. TH. 1926. 9550’ morgens wurden per os 5g Cholesterin + 100,0 Ol. olivarum 


eingeführt. 
Präformiert.. . .... 0,048 | 0,053 | 0,065 | 0,118 | 0,360 | 11,5 
3 Std. nach der Einführ. . | 0,072 | 0,110 | 0,101 0,211 | 0,366 ' 
Bi e „ . f 0,160 | 0,086 | 0,093 | 0,129 | 0,222 
A aon „ . || 0,188 | 0,040 | 0,060 ! 0,100 | 0,456 | 12.5 
VA o „ . || 0,093 | 0,133 | 0,151 | 0,284 | 0,225 || 13,8 


5., 6., 8. IH. 1926 wurden täglich 10 ccm 5% Solargentum intravenös eingeführt. 


10. IH. 1916. 9540’ wurden per os 5g Cholesterin + Ol. olivarum eingeführt; 
nach 5 Min. 10,0 5%, Solargentum intravenös. 


A a 0.096 | 0.060 | 0.093 0,153 || 0,309 || 7,24 
3 Std. nach der Einfúhr. . || 0,159 | 0,110 | 0,126 | 0,236 | 0,270 | 
A „| 0150 | 0,120 | 0,144 | 0.264 | 12.14 


SEENEN „| 0149 | 0,119 | 0.088 | 0207 ' 0,519 | 12,31 
2 e a ep » || 0,093 | 0,034 | 0,182 | 0,216 | | 13,31 


*) Am Tage vorher wurden 100,0 Ol. iván eingeführt; dadurch wird der zweite Lipämie» 
typus bedingt. 
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Tabelle V. 


Lipámie und Lipoidämie bei „blockierten‘‘ Hunden nach Belastung mit 
Oleinsäure und Lecithin. 


Hund Nr. 7, Gewicht 9 kg. 


ECH 
E ps | ES | 38 $ 
3 Ba © [e] vo 
2 GI 85 Pé = 
io 9 dÉ o mg-o/o 
22. H. 1926. 10520’ wurden per os 50,0 Acidi oleinici ¿114 | 0387 | 608° 
Präformiert.. . 2... | 0,067 | 0,068 | 0,046 || 0,114 | 0,387 6,68 
3 Std. nach der Einführ. . 0.063 0,091 0,075 0.166 0306 7,0 
Sun . || 0,071 | 0,089 | 0,039 | 0,128 27 10,0 
Aue Frage = . || 0,120 | 0,059 | 0,056 | 0,117 0,387 || 11,1 


5. III. 1926. 9h20” wurden per os 50,0 Acidi oleinici (Kahlbaum) eingeführt; 
nach 5 Min. 10 cem 5% Solargentum intravenös. 

Praäformiert .. 2. 2... I 0,084 | 0,052 | 0,056 || 0,108 j 0,264 6,0 

3Std. nach der Einführ. . | 0,100 | 0,028 | 0,080 || 0,108 il 0,411 8,9 

I ae y 5 . | 0,100 | 0,046 | 0,082 || 0,128 | 0,360 9,0 

a 2. » + || 0,083 | 0,083 | 0,056 || 0,139 | 0,387 | 91 


25. II. 1926. 9550’ wurden per os 20,0 Lecithin (Gehe u. S.) eingeführt. 


Praformiert . . .. . .. 0,071 | 0,046 | 0.058 || 0,104 [| 0,255 | 7,0 
3 Std. nach der Einführ. 0,098 | 0.047 | 0,077 | 0,1124 ¡ 03360 | 7,73 
DA S 0.123 | 0.065 | 0071 || 0.136 | 00270 | 793 
u. . | 0083 | 0118 | 0,117 | 0230 | 0417 | 9,35 


5. und 6. II. 1926 ae täglich 10 ccm 5% Solargentum intravenös eingeführt. 


1. UT. 1926. 10h wurden per os 20,0 Lecithin (Gehe u. S.) eingeführt; nach 
5 Min. 10ccm 5% Solargentum intravenös. 


Präformiert . 2222.» | 0.064 | 0,026 | 0,097 [| 0,123 || oam | 841 
3 Std. nach der Einführ. . | 0,113 | 0,016 | 0,118 | 0,134 8.62 
RR >. 11 0080 | 0,074 | 0,097 | 0,171 || 0,300 | 877 
¡A S | 0.104 | 0,069 | 0.128 || 0,197 0,291 || 8,25 
Mrs E | 0,064 | 0,031 | 0,097 || 0,128 || 0,387 || 7,83 


lastung mit Oleinsäure und Lecithin nach der Blockade führt zu einer 
geringeren Steigerung des Neutralfettes als vor der Blockade, was am 
deutlichsten bei den Tieren mit mittels Splenektomie reduziertem r.-e. 
System beobachtet wird (Tabelle VI, Abb. 4, 5, 6, 7). 

b) Die lipogenetische alimentäre Cholesterinämie, welche bei der 
Belastung mit Olivenöl, Oleinsäure und Lecithin beobachtet wird, ist nach 
der Blockade viel geringer als vor derselben (Tabelle VI, VII, Abb. 8, 9) 
ausgedrückt. 

c) Nach der Blockade ist die lipogenetische alimentäre Phosphatidämie 
in den meisten Fällen weniger als vor der Blockade (Abb. 10, 11) aus- 
gedrückt. 

Die dauernde „Blockierung‘“ des r.-e. Systems ändert somit, wie wir 
gesehen haben, den Verlauf der alimentáren Lipo-Lipoidámie bedeutend, 
ohne den statischen Fett- und Lipoidblutspiegel merklich zu beeinflussen. 
Der bestimmte Einfluß der Blockade auf die genannten Prozesse kann nur 
durch die Belastungsmethode festgestellt werden, da bei der letzteren 
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"ës 3 5 785%. 
nach d. Einführung 
Abb. 4. 

Hund Nr.7. Neutralfett» 
blutspiegel nachBelastung 
mit 50,0 Oleinsäure. 
Vor der Blockade. 
——- Nach Einführung 
von 10 ccm 50/9 

Solargentum. 


uf I 
nach d. Einführung 


Abb. 7. 
Neutralfettblutspiegel 
bei splenektomiertem 

Hunde Nr. 8 nach Be 
lastung mit 20,0 Lecithin. 
Vor der Blockade. 
——- Nach der Blockade 
(10 ccm 50%/7 Sos 
largentum +10 ccm 
10%/7 Tusche). 


20 
"Prof 3 5 7510. 


006 
Práf. 3 5 73ta. 
nach d. Einführung 
Abb. 5. 
Neutralfettblutspiegel 
nach Belastung mit 20,0 
Lecithin (Hund Nr. 7). 
Vor der Blockade. 
-—- Nach Einführung 
von 30 cem 5°/, 
Solargentum. 


Praf 5 7510. 
nach d. Leg 
Abb. 8. 

Cholesterinblutspiegel 
nach Belastung mit 50,0 
Oleinsäure. 

— Vor der Blockade. 
——-— Nach der Blockade 
(10 ccm 5°/, Sos 

largentum). 


nach d. Einführung 


Abb. 6. 
Neutralfettblutspiegel 
bei splenektomiertem 

Hunde Nr. 8 nach Bes 
lastung mit 20,0 Lecithin. 
Vor der Blockade. 
—-—-— Nach Einführung 
von 5ccm 50/0 
Solargentum. 


J ZUNG. 
nach d. führung 


Abb. 9. 
Cholesterinblutspiegel 
bei splenektomiertem 
Hunde Nr. 1 nach Be» 

lastung mit 40,0 Ol. olis 
varum. 

Vor der Blockade. 

—-— — Nach der Blockade 

(35 ccm 50/9 Sos 

largentum). 


OT 5 e 


Prof I 5 To. PER A 


mach d. Einführung 


Abb. 10. 
Lipoidphosphorblutspiegel 
beim Hunde Nr. 4 nach Belastung 
mit 100,0 Ol. olivarum. 

Vor der Blockade. 
——-— Nach der Blockade (60 ccm 
50/, Solargentum). 


nach d Einführung 
Abb. 11. 
Lipoidphosphorblutspiegel 
beim Hunde Nr. 7 nach Belastung 
mit 20,0 Lecithin. 
Vor der Blockade. 
— — — Nach der Blockade (30 ccm 
50/, Solargentum). 
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gesteigerte funktionelle Aktivität der mit Resorptions-, Eliminations- und 
Fett-Lipoidmetabolieprozessen verbundenen Elemente auftritt und hervor- 
gerufen werden kann. 


Die abgenommene Steigerung des Noutralfettes und Cholesterins bei 
der alimentären Lipo-Lipoidämie nach der Blockade kann als Folge ent- 
weder einer ungenügenden Resorption aus dem Darm, oder einer verstärkten 
Elimination aus dem Blute, oder, endlich, einer Resyntheseabnahme des 
Neutralfettes bzw. Cholesterinbildungsabnahme erscheinen. Was nun die 
„Ang>3wöhnungserscheinung‘‘ als Ursache der reduzierten Lipo-J.ipoidámie 
nach der Blockade betrifft, so wird dieselbe, insofern als in unserer I. Mit- 
teilung die Abwesenheit derselben gezeigt wurde, abgelehnt. 


Was nun das Neutralfett anbetrifft, kann der Einfluß des eingeführten 
kolloidalen Silbers auf die Resorptionsfähigkeit des Darmepithels gegenüber 
dem Neutralfett bzw. den Fettsäuren eins von den wichtigen Momenten 
darstellen, die die reduzierte Lipämie bedingt. Schon die Tatsache, daß 
nach der Blockade sowie auch in der Norm das Maximum der Neutralfett- 
steigerung 3 Stunden nach dessen Einführung auftritt, weiter die Tatsache, 
daß bei splenektomiertem Tiere trotz der Blockade die Neutralfettzunahme 
höher als vor der Blockade ist, weist auf die ungestörte Resorption aus dem 
Darm hin. Das oben Gesagte wird durch die bei der Untersuchung von 
Fett-Lipoidverteilung im arteriellen Blute und Venenblute der inneren 
Organe erhaltenen Angaben bestätigt, wobei die letzteren eine nähere 
Aufklärung der Ursachen der reduzierten alimentären Lipo-Lipoidämie 
nach der Blockade erleichtern. 


Wie die Versuche, die in Tabellen VIII und IX angeführt sind, zeigen. 
werden weder die Cholesterinresorption noch die der Fettsäuren (Seifen) 
aus dem Darm nach der Blockade gestört; ähnlich, wie bei normalen Tieren 
(s. Mitteilung I, II, III), haben wir einen gegenüber anderenVenen gesteigerten 
Gehalt der Fettsäuren in dem rechten Vorhof (eine hohe Zunahme der 
nach Bang Phosphatide + Seifen enthaltenden ‚Phosphatidfraktion‘“, 
bei unverändertem Lipoidphosphorgehalt), sowie auch des Cholesterins, 
wobei laut Tabelle IX eine partielle Resorption desselben in der Vena porta 
stattfindet. 


In der I. Mitteilung wurde von uns gezeigt, daß die maximale Neutral- 
fettsteigerung in der Vena lienalis beobachtet wird, und zwar in der Weise, 
daß diese Steigerung mit der Cholesterinabnahme, mit deren Zurückhaltung 
in der Milz parallel verläuft; es wurde auch darauf hingewiesen, daß die 
genannte Neutralfettzunahme als Folge der möglichen Bildung aus Cholesterin 
in der Milz betrachtet werden kann. In dem Versuch mit der Blockade 
(Tabelle VIII) ist der Neutralfettgehalt in V. lienalis nicht ähnlich wie in 
der Norm gegenüber der Arterie gesteigert; durch die weitere Blockierung 
der r.-e. Elemente wird deren Neutralfettspeicherungsfähigkeit eingebüßt. 
Die histochemische Untersuchung der Milz 5 Stunden nach der Belastung 
mit Olivenöl ergab einen viel größeren Fettgehalt im Retikulo-Endothel der 
blockierten Milz (Färbung mit Osmium und Scharlachrot) als bei blockierungs- 
loser Belastung. 


Es wurde oben gezeigt, daß die Cholesterinresorption aus dem Darm 
nach der Blockade nicht gestört wird; laut der vorhergehenden Unter- 
suchungen (Mitteilung I, II, III) bestimmt das exogen eingeführte Cholesterin 
bei der alimentären Lipo-Lipoidämie die Cholesterinämie nicht, indem das 
Cholesterin in seinem meisten Maße in den Lungen zurückgehalten wird; 
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Tabelle VIII’). 


Hund Nr. 20, Gewicht 12,3 kg. Am 11., 12., 13. Mai 1926 wurden täglich 
lOcem 5% Solargentum intravenös eingeführt. Am 13. Mai 1926, 10 Uhr 
morgens, wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 Ol. olivarum eingeführt. 

2h30’ 5 ccm 2%, Morph. sulf. subkutan. 

2 50 Äthernarkose. 

3 00 Laparotomie. 


S | 
E | E SS sE T | a 
E $2 T- ES as l 8 
S SS ER “8 2% (3 
er | $3 | čs | 5| $ 
Z. O GC O B- = 
ur) 9 9 dÉ 9 | mgs%]o 


Peripheres Blut vor der Ein- 


führung (üb)... .. | 0,055 | 0,070 | 0,125 
| (0,52) || (0.18) | (0,22) Gan 
5Std. nach der Einführung 
(3h—3h15” : | 
6. Peripheres Blut (Ohr) . . || 0,073 | 0,083 ! 0,087 ¡| 0,170 
(0,23) | (0,27) ¡ (0,27) | (0,54) 
1. Arteria femoralis. . . . . 0,138 || 0,053 | 0,102 || 0,155 || 0,232 || 7,8 
(0,44) || (0,17) | (0,32) (0,49) | (0,73) | 
2. Vena femoralis . 2... 0,127 | 0,043 | 0,098 || 0,141 ' | 
(0,39) | (0,15) | (0,30) || (0,45) 
3. Vena lienalis . . .. . . 0,104 || 0,087 | 0,057 0,144 | 8,0 
(0,33) || (0.29) | (0,18) || (0,47) 
4. Vena porta . .. 2... 0,107 || 0,075 | 0,076 | 0,151 
(0,34) | (0,25) | (0,24) | (0,49) | 
5. Vena hepatica. .. . . . 0.072 | 0,099 0,038 | 0,137 | 0.255 
(0,23) || (0,30) | (0,12) || (0,42) ' (0,81) | 
7. Rechter Vorhof `... 0,078 | 0,127 | 0,038 || 0,165 | 0,504 ` 8,0 
i (0,25) || (0,43) | (0,12) || (0,65) || (1,74) | 


Anmerkung 1. Chylusgefäße gefüllt, milchweiß. 
Anmerkung 2. Die Zahlen in Klammern zeigen die Fett» und Lipoidmenge auf festen 
Ruckstand ausgerechnet. 
` 


die alimentäre Cholesterinämie ist endogenen Ursprungs und mit der 
Neutralfett- bzw. Fettsäurenmetabolie in den Geweben bzw. Organen 
verbunden: der Cholesteringehalt steigt in den V. hepatica und femoralis 
einzeitig mit Neutralfett- bzw. Fettsäurensenkung. Auf Grund der Angaben 
in den Tabellen VIII und IX kann festgestellt werden, daß nach der 
„Blockierung‘‘ der Cholesieringehalt in der V. hepatica und femoralis nicht 
größer (wie normal) als in dem arteriellen Blute, sondern geringer ist. In- 
sofern, als mit dem Versuch in Tabelle VIII stimmend, die Cholesterin- 
abnahme parallel mit der Neutralfettverminderung verläuft, kann dieselbe 
sowohl von der gesteigerten Cholesterinabsorption der r.-e. Elemente von 
Leber und Knochenmark, als auch, möglichst, von der gestörten Cholesterin- 


1) Die Versuchsanordnung (Tabelle VIII und IX) ähnlich der in der 
Mitteilung I. 


406 S. Leites: 


Tabelle IX. 


Hund Nr. 25, Gewicht 13,8 kg. Im Laufe von 6 Tagen wurden 35 ccm 5% 
Solargentum und 5 ccm 5% Tusch3 intravenös eingeführt. Am 25. August 
1926, 10 Uhr morgens, wurden per os be Cholesterin in 100,0 Ol. olivarum 
eingeführt. 
2535" 5ccm 2%, Morph. sulf. subkutan. 
2 50 Äthernarkose. 
3 00 Laparotomie. 


' Neutral» | Freies Gebundenes Gesamte 
fett Cholesterin | Cholesterin ` Cholesterin 


| dÉ l Die dÉ i dig 
Peripheres Blut vor der Ein- | 
führung (9645)... 2... 0,089 0052 | 0,142 0,194 
5 Std. nach der Einführung | 
(8h—3h10'): | 
1. Arteria lienalis. .. .... 0,132 | 0,121 1,105 0,226 
2, Vena lienalis.. 222... 0,160 | 0,068 | 0,153 0221 
3. Vena femoralis . . . . . . .' 0,167 |, 0,050 . 0,124 0.174 
4. Vena fois... | 0,141 0,115 | 0132 | 0.247 
5. Vena hepatica . . . . . . . | 0,100 0,053 0,116 : 0,169 
6. Peripheres Blut (Ohr). . . . | 0,145 0,070 0,140 S 0,210 


Anmerkung. Chylusgefäße gefüllt, milchweiß. 


bildung aus Neutralfett bzw. Fettsäuren abhängen. Diese Tatsachen 
können die reduzierte alimentäre Cholesterinämie nach der Blockade 
erklären. In dem Versuch mit der Blockade (Tabelle IX) ist umgekehrt der 
Neutralfottgehalt in der Vena lienalis und femoralis erhöht, und gleichzeitig 
damit nimmt auch dessen Gehalt im peripheren Blute zu. Die postblockade 
reduzierte alımsniäre Lipämie kann somit als eine Folge der gesteigerten Ab- 
fangsfunktion der +.-e. Elemente, insbesondere der Milz, möglicherweise auch 
der Bildungsstörung darin von Noutralfett, durch den bestimmten Blockade- 
grad hervorgerufen, betrachtet werden. Bei weiterer ,,Blockierung'* nimmt die 
Neutralfettspeicherungsfähigkeit der r.-e. Elemente der Milz und des Knochen- 
marks (Vena femoralis) ab, und es tritt dann eine ausgeprägte alimentäre H yper- 
lipämie auf. Dieses Phänomen tritt am deutlichsten bei Tieren mit durch 
Splenektomie reduziertem r.-e. System auf: laut den Angaben der Tabelle VII 
nimmt der Lipämiegrad bei der schwachen Blockierung (ein- oder zwei- 
malige Solargentum- bzw. Tuscheeinführung, Hund Nr. 8 und 6) stark 
ab, während eine hochgetriebene Blockierung ein höheres Neutralfett.- 
aufsteigen (Hunde Nr.8 und 1) bei Olivenölbelastung als in der Norm zur 
Folge hat. Die „Blockierung“ des r.-e. Systems kann somit, je nach der 
Blockierungsintensität und dem individuellen Zustande der r.-e. Elemente, 
verschiedenen Effekt hinsichtlich des Neutralfettblutspiegels liefern: der 
leichte Blockierungsgrad hat eine verstärkte Neutralfettspeicherung in 
den r.-e. Elementen zur Folge, indem dabei in den letzteren Reizungs- 
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Tabelle X. 
| Neutrals Freies | Gebundenes Gesamt: 
Ge Cholesterin | Cholesterin || Cholesterin 
dÉ 9 9 

Hund Nr. 21. 
15. V. 1926. Norm (periph. Blut) | 0,059 0,073 0,056 0,129 
15. V. 1926. Splenektomie | 
3. VI. 1926. (Peripheres Blut) . | 0,145 0,082 0212 || 0294 


Im Laufe von 5 Tagen wurden 25cem 5% Solargentum intravenös eingeführt. 


8. VI. 1926. (Peripheres Blut) . | 0,125 | 0,49 | 0,071 || 0,120 
Hund Nr. 20a. 


9. I. 1927. Splenektomie | | 

25. II. 1927. Rechter Ventrikel *) 0,031 0,077 : 0,117 0,194 
Arteria femoralis . | 0,037 0,063 0,048 | 0111 
Vena fenorna aa | 0,045 0,063 0.042 | 0,105 


Im Laufe von 6 Tagen wurden 60 cem 30% Ferri oxydati saccharati intravenös 


eingeführt. 
4. UT. 1927. Rechter Ventrikel . 0,083 0,012 0,088 0,100 
Arteria femoralis . 0,076 0,028 0,067 | 0,095 
Vena femoralis . . 0,089 0,007 0,046 | 0,053 


*) Die Blutentnahme wurde ohne Narkose ausgeführt; das Blut aus dem rechten Ventrikel wurde 
durch einen Stich in den dritten Rippenzwischenraum mittels einer langen dünnen Nadel erbalten. 


erscheinungen auftreten; die Tatsache bedingt, daß in den Fällen von 
Hypercholesterinámie nach Splenektomie, die ,,Blockierung' erniedrigt 
das Cholesterinniveau des Blutes, indem dasselbe zur Norm zurückkehrt 
(Tabelle X). 


Wie die Versuchsangaben in der Tabelle IX, sowie auch diejenigen 
mit dem Hunde Nr. 20a in Tabelle X zeigen, tritt bei hochgetriebener 
„Blockierung‘“ gleichzeitig mit der Cholesterinabnahme in V. femoralis im 
Vergleich zum arteriellen Blute eine Zunahme von Neutralfett auf; die hoch- 
getriebene,,Blockierung“ liefert somit in der V. femoralis Verháltnisse zwischen 
Neutralfett und Cholesterin, die bezüglich der Norm umgekehrt sind. Gleich- 
zeitig nimmt bei der hochgetriebenen ‚Blockade‘ der Neutralfettgehalt in 
der V. lienalis (Tabelle IX) zu; diese Neutralfettzunahme in der V. lienalis, 
welche in der Norm der Cholesterinabnahme parallel verläuft, kann, worauf 
in der Mitteilung I hingewiesen wurde, als Folge der möglichen Neutral- 
fettbildung aus dem in der Milz zurückgehaltenen und zerfallenen Cholesterin 
betrachtet werden. Auf Grund des Gesagten kann die bei der hoch- 
getriebenen ,,Blockierung'* konstatierte Neutralfettzunahme mit paralleler 
Cholesterinabnahme in der Vena femoralis als ein möglicher Übergang des 
von den r.-e. Elementen des Knochenmarks absorbierten Cholesterins in 
das Neutralfett gedeutet werden; dafiir spricht auch der folgende Versuch 
mit intravenöser Einführung der kolloidalen Lösung von Cholesterin: 
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Hund Nr. 20a, Gewicht 12 kg. Am 9. Februar 1927 Splenektomie. Am 
25. Februar 1927 wurden 10ccm 4,59% kolloidaler Lösung (nach Keeser) 
von Cholesterin in V. jugularis eingeführt. 


| ` Neutral» Freies Gebundenes | Gesamte 
I fett Cholesterin ` Cholesterin || Cholesterin 
| dd 0; 0! 0j 
EE i 
Vor der Einführung: | | | 
Arteria femoralis `... 0,037 0,063 0,048 0.111 
Vena femoralis . ||... | 0,045 0.063 0,042 | 0,105 
5 Min. nach der Einführung: | | 
Arteria femoralis . . . 2.2.2. , 0.052 0,071 0.061 0.132 
Vena femoralis . . . . 2... | 0.039 0.084 001 ` 0155 


Am 25. Februar 1927, im Laufe von 6 Tagen, wurden 60 ccm 30% Ferri 
oxydati saccharati intravenös eingeführt. Am 4. März 1927 wurden 10 ccm 
4,5%, kolloidaler Lösung von Cholesterin in V. juguleris eingeführt. 


: Neutral: Freies Gehundenes ' Gesamt» 

fett Cholesterin ' Cholesterin Cholesterin 

ER "e E E 

Vor der Einführung: | | 
Arteria femoralis . . . . . . . | 0,076 0.028 0.067 0.095 
Vena femoralis . . . 2 a. 0,080 0,007 0,046 0.053 
5 Min. nach der Einführung: 

Arteria femoralis . . 2. 2... | 0,048 0.063 0,060 | 0,123 
Vena femoralis . . . 2 2.2 .. ¡y 0,067 0,040 0,060 " 0,100 


Dieser Versuch zeigt, daß die Cholesterineinführung nach der 
„Blockierung‘‘ eine Neutralfettsteigerung in der Vena femoralis im Vergleich 
zu der Arterie hervorruft, was vor der Blockade nicht konstatiert wird. 
Eine dauernde Einführung von elektronegativen Metallhydrosolen, eine hoch- 
getriebene „Blockierung‘‘, welche die Absorptionsfunktion der r.-e. Elemente 
der Milz und des Knochenmarks in bezug auf Cholesterin erhöht, verstärkt 
möglicherweise auch deren Funktion hinsichtlich der Metabolie, der Verar- 
beitung desresorbierten Cholesterins. Diese Funktionszunahme desr.-e. Systems 
wird dadurch erklärt, daß die chronische Einführung von elektronegativen 
Metallhydrosolen Reizerscheinungen, Proliferation seitens der r.-e. Elemente 
der Leber, der Milz und des Knochenmarks hervorruft, was von Pfeiffer, 
Standenath, Nissen, Siegmund, Lämmel und Löwenstädt, Weiss und Sümegi, 
Leites und Riabow u. a. gezeigt wurde, und was von uns bei der mikro- 
skopischen Untersuchung der Organe der Versuchshunde konstatiert wurde. 


Insofern, als die chronische Einführung von kolloidalen Metallen, eine 
hochgetriebene „Blockierung‘‘, die Funktionszunahme der r.-e. Elemente 
hervorruft, muß dieselbe auch den Übergangsprozeß des Neutralfettes 
bzw. der Fettsäuren in Cholesterin beeinflussen, falls der genannte Prozeß 
mit der Funktion der r.-e. Elemente in Verbindung steht. Der unten an- 
geführte Versuch zeigt, daß bei der Einführung von Natrium oleinicum nach 
der chronischen Blockierung die Fettsäuremenge (Verminderung der nach 
Bang Phosphatide + Seifen enthaltenden „Phosphatidfraktion“ bei un- 
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verändertem Lipoid-P-Gehalt) in der V. femoralis im Vergleich zu der 
Arterie stark sinkt und eine parallel verlaufende Cholesteringehal:zunahme 
auftritt, was vor der Blockade nicht zur Beobachtung kommt. 


Hund Nr. 18a, Gewicht 10 kg. Am 2. Februar 1927 Splenektomie. Vom 

13. bis 18. Februar wurden 60 ccm 30% Ferri oxydati saccharati intravenös 

eingeführt. Am 19. Februar wurden in der V. jugularis 10 ccm 10°, Emulsion 
von Natr. oleinici eingeführt. 


| 
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20 Min. nach der Einführung: y | 
Arteria femoralis. . . . . . | 0417 | 92 | 0.090 | omg | 0,181 || 0.044 
Vena femoralis. . . 2.2... (114 : 9,0 0,099 | 0,113 | 0,212 || 0,047 


Das oben Angeführte wird auch durch den folgenden Versuch illustriert: 


Hund Nr. 10a, Gewicht 11 kg. 


Neutrals Freies 


| Gebundenes Gesamt» 
fett ı Cholesterin | Cholesterin | Cholesterin 
B | Co | 9 9 dÉ 
2. XI. 1926. Rechter Ventrikel . 0.077 0,065 0,086 | 0.151 
Arteria femoralis | 0,071 i 0.020 0.068 0,088 
Vena femoralis . | 0,097 0,067 0,086 | 0,153 


Vom 2. XI. bis 6. XI. wurden 50 eem 5% nee + 10cem 10% Tusche 
intravenós eingeführt. 


1. XI. 1926. Rechter Ventrikel . \ 0,042 | 0.139 0.075 | 0.214 
Arteria femoralis . |, 0,082 0.038 0,079 0.117 
Vena femoralis . . | 0,030 | 0,085 0,100 | 0,185 


Wie aus den Versuchsangaben folgt, tritt nach der hochgetriebenen 
„Blockierung‘‘ eine Steigerung des Cholesterins mit parallel verlaufender 
Neutralfettsenkung in dem rechten Vorhof auf, wohin das Blut aus der 
Leber eintritt; auch in der V. femoralis wird die Cholesterinsteigerung 
beobachtet. 

Bei der Zusammenstellung unserer Angaben kann festgestellt werden, 
daß die Versuchsergebnisse mit der „Blockierung‘‘ des r.-e. Systems zeigen: 
l. In dem Prozesse der Neutralfett- und Cholesterinelimination aus dem 
Blute gehört eine bedeutende Rolle dem Retikulo-Endothel der Milz und des 
Knochenmarks und 2. eine Veranlassung, daß die Metabolie des Neutral- 
fettes und Cholesterins, deren Ineinanderübergehen mit der Funktion des 
R.-E. der Leber, der Milz und des Knochenmarks verbunden ist. Es 
muß dabei betont werden, daß die R.-E.-Elementenreaktion auf die 
Einführung der elektronegativen Motallhydrosole, auf die „Blockie- 
rung“, gegenüber von uns arginommener Fott- und Cholesterinmeta- 
bolie als sehr kompliziert und verschiedenartig erscheint; «dieselbe hängt 
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von der Menge der eingeführten Blockierungssubstanzen, von der Dauer 
der Einführung, von dem individuellen Zustande der r.-e. Elemente 
ab; bei einer und derselben Blockierungsstufe tritt die Reaktion verschieden 
gegenüber verschiedenen Substanzen, und zwar gegenüber Neutralfett 
und Cholesterin, auf. Der Blockadeeinfluß auf die Funktion desr.-e. Systems 
hinsichtlich der Fett- und Lipoidmetabolie kann in der folgenden — etwas 
schematischen — Weise dargestellt werden: 1. Die einmalige Blockierung 
hat Absorptionseigenschaftsabnahme des Milz-R.-E. in bezug auf Chol- 
esterin zur Folge; 2. die schwache Blockierungsstufe dagegen erhöht die 
Absorptionsfunktion des R.-E. der Milz und des Knochenmarks bezüglich 
des Neutralfettes, des R.-E. der Leber und des Knochenmarks bezüglich 
des Cholesterins; es wird dabei wahrscheinlich der Übergang des Cholesterins 
in das Neutralfett abgenommen haben; 3. die hochgetriebene Blockierung, 
welche die Absorptionsfunktion des R.-E. des Knochenmarks und der 
Milz hinsichtlich des Neutralfettes unterdrückt, erhöht ähnlich der schwach- 
stufigen Blockierung die Absorptionsfunktion des R.-E. des Knochenmarks 
und der Leber hinsichtlich des Cholesterins; es steigert vielleicht dabei die 
Funktion des R.-E. bezüglich der Metabolieprozesse des Cholesterins, 
sowohl im Sinne dessen mógiicher Verwandlung in Neutralfett, wie auch 
im Sinne dessen möglicher Bildung aus Neutralfett bzw. höheren Fett- 
sáuren; 4. was die Phosphatide bzw. den Lipoidphosphor anbetritit, so 
ist es nicht gelungen, einen bestimmten spezifischen Einfluß der Blockade 
festzustellen. Durch diese komplizierte Beeinflussung der Blockade auf 
die Funktionen des r.-e. Systems wird der bei der Blockierung auftretende 
zusammengesetzte und manchmal bunte Fett- und Lipoidblutspiegel be- 
dingt. Der letztere, welcher die summare und komplizierte Abbildung 
der verschiedenartigen Rolle des r.-e. Systems in den Prozessen des Fett- 
und Lipoidstoffwechsels darstellt, kann verschiedenen Charakter besitzen, 
je nach der Blockierungsstufe, sowie je nach dem Veránderungsgrad 
dieser oder jener Funktion des r.-e. Systems!). 


Zusammenfassung. 


l. Die intravenöse Einführung des kolloidalen Silbers bzw. 
kolloidalen Eisens bzw. der Tuschensuspension bzw. Olivenölemulsion 
ruft bei den Hunden Cholesterinsenkungen im peripheren Blute hervor, 
welche 1 bis 10 Minuten nach der Einführung auftreten und 2 Stunden 
nachher zur Norm zurückkehren. 

2. Die ‚Blockade‘ mit Solargentum, Ferrum oxydatum saccha- 
ratum, Tusche ruft Veränderungen im statischen Bilde des Fettes und 
der Lipoiden des pheripheren Blutes hervor, welche sich in den Grenzen 
der individuellen physiologischen Schwankungen finden. 

3. Die einmalige Blockierung mit Solargentum bzw. Tusche hält 
die Senkung des freien Cholesterins und das Auftreten der bei der 
Einführung von mittleren Dosen des Olivenöls beobachteten hypo- 
lipámischen Phase zurück und führt somit den in der ersten Mitteilung 


1) Der Einfluß der Blockade auf das Gallencholesterin bestätigt unsere 
Angaben. Die Einzelheiten werden in einer der nächsten Mitteilungen 
veröfientlicht. 
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beschriebenen ersten Lipämietypus in den zweiten Typus über. Einen 
ähnlichen Effekt ruft die Splenektomie hervor. 


Auf Grund des ersten und dritten Satzes sowie der Schlußfolge- 
rungen der Mitt. I erscheint die Senkung des Blutcholesterins bei dem 
ersten Lipämietypus als Folge der Cholesterinabsorption in r.-e. 
Elementen der Milz, welch letztere ihrerseits durch die Veränderung des 
kolloidalen Blutkomplexes infolge des ins Blut eintretenden Neutral. 
fettes bedingt wird. Der nach wiederholter Einführung von mittleren 
Dosen des Olivenöls und bei einmaliger Einführung von hohen Dosen 
beobachtete zweite Lipämietypus (Mitteilung I) wird als Folge der 
Blockierung der R.-E.-Elemente der Milz mit dem endogen zunehmenden 
und darin abgelagerten Cholesterin betrachtet. 


4. Die Belastung der Hunde per os mit Olivenöl bzw. Olivenöl 
+ Cholesterin bzw. Oleinsäure bzw. Lecithin ruft nach vorläufiger 
Blockade geringere Lipämie und Cholesterinämie als vor der Blockade 
hervor; bei den Hunden mit durch Splenektomie reduziertem R.-E.- 
System ruft die hochgetriebene Blockade bei bleibender reduzierter, 
alimentárer Cholesterinámie eine stärkere Neutralfettsteigerung als 
vor der Blockade hervor. 


5. Die Untersuchung des Fett- und Lipoidgehalts in dem arteriellen 
und Venenblute bei Belastung per os mit Fett nach der Blockade zeigt, 
daß bei mittelgradiger Blockierung der Cholesteringehalt in den V. hepa- 
tica und femoralis geringer — im Vergleich mit der Norm — als im 
arteriellen Blute ist, wáhrend in der V. lienalis der Neutralfettgehalt 
geringer als in der Arterie erscheint. Bei hochgradiger Blockierung ist 
der Neutralfettgehalt in den V. lienalis und femoralis hóher als in der 
Arterie, während der Cholesteringehalt nicht zunimmt. 


6. Bei der Hypocholesterinämie nach der Splenektomie erniedrigt 
die Blockierung das Blutcholesterinniveau. 


7. Die intravenóse Einführung von Natrium oleinicum nach 
vorheriger Blockierung ruft Cholesterinsteigerung in der V. femoralis 
hervor. 


Die Sätze 3, 4, 5, 6, 7 berechtigen zu dem Schlusse, daß das Retikulo- 
Endothel der Milz, Leber und des Knochenmarks sowie in den Elimi- 
nationsprozessen des Neutralfettes und Cholesterins aus dem Blute, als 
auch wahrscheinlich anderen Metabolieprozessen teilnimmt. Dieschwach- 
gradige Blockierung erhöht die Absorptionsfunktion der R.-E.-Elemente 
der Milz und des Knochenmarks in bezug auf Neutralfett, der Leber 
und des Knochenmarks bezüglich Cholesterin; bei hochgetriebener 
Blockade nimmt die Neutralfettabsorption ab, während Cholesterin- 
absorption gesteigert verbleibt, wobei die Funktion des R.-E. des 
Knochenmarks und der Milz hinsichtlich möglicher Verwandlung des 
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Cholesterins in Neutralfett sowie die Funktion der R.-E. der Leber 
und des Knochenmarks hinsichtlich möglicher Cholesterinbildung aus 
Fettsäuren zunimmt. 


8. Es werden keine bestimmten Veränderungen seitens des Lipoid-P 
nach der Blockade beobachtet. 


9. Die Reaktion des R.-E.-Systems hinsichtlich des Fett- und 
Lipoidstoffwechsels auf die Blockade hängt von der Menge und Art 
der eingeführten Blockierungssubstanzen und deren Einführungsdauer 
als auch von der Individualität der R.-E.-Elemente ab. 
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Die hygroskopischen Eigenschaften von Watte und ihres 
Verkohlungsproduktes. 


Von 
S. W. Gorbatscheff und E. N. Winogradowa. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des Chemo-pharmazeutischen 
Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 26. April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB Kohle ein ganz bedeutendes Adsorptions- 
vermógen besitzt, bezeichnenderweise ist es keinesfalls gleichgúltig, 
durch Verkohlung welcher organischen Substanz die Kohle entstanden 
ist; Blutkohle und Knochenkohle haben eine ganz verschiedene Adsorp- 
tionsaktivität. Die Eigenschaft der Kohle als eines Adsorbens besteht 
darin, daß verkohlte Substanzen keine spezifische Bindungsfähigkeit 
mehr besitzen. Wir meinen die elektrische Spezifität, das Vorzeichen 
des elektrischen Kraftfeldes um den Adsorbenten, was die Anziehung 
von Teilchen mit nur einem bestimmten Vorzeichen bedingt. 


Es ist als sicher anzunehmen, daß Verbandstoffe, welche ja schädliche 
Ausscheidungen aus Wunden aufsaugen und adsorbieren sollen, mit 
Vorteil in verkohltem Zustande angewandt werden könnten. 


In vorliegender Arbeit haben wir die hygroskopischen Eigen- 
schaften der Watte und eines Verkohlungsprodukts der Watte, welches 
deren faserige Struktur beibehalten hat, miteinander verglichen. 


Unter Hygroskopizitát versteht man die Fähigkeit eines Körpers, 
Wasserdampf aus der Luft zu adsorhieren. Quantitativ wird die Hygro- 
skopizität gemessen durch Bestimmung der Wassermenge (in Grammen), 
die von einer Mengeneinheit (lg) Material bei gegebener Temperatur 
adsorbiert wird, und zwar in einem Zeitintervall, das zum Eintreten des 
Gleichgewichts zwischen Adsorpens und Medium mit 100% Feuchtigkeit 
(gesättigte Wasserdampfspannung) genügt. 

Die Kinetik der Adsorption in den ersten 24 Stunden wurde auf folgende 
Weise gemessen: Watte und deren Verkohlungsprodukt, welches wir als 
»Granulose* bezeichnen wollen, wurden durch Erwärmen bis auf 102° 
und Erkaltenlassen über konzentrierter H,SO, getrocknet. Abgewogene 
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Mengen von beiden wurden in einen Thermostaten bei 37°C gebracht. 
Der Luftraum im Thermostaten wurde in mit Wasserdampf gesättigtem 
Zustande unterhalten. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden die 
Schliffwägegläschen bedeckt, auf Zimmertemperatur abgekühlt und ge- 
wogen. Die Gewichtszunahme ergab die adsorbierte Wassermenge. In 
den Tabellen I und II sind die Resultate der Messungen wiedergegeben. 


Tabelle I. 
Kinetik der Adsorption von Wasserdampf durch Watte bei 37°C. 


Von 1g Watte adsorbierte Wassermenge 


Sättigungs» 
da 


ucr Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 | Versuch 4 Mittlere 
Std. | g g i g g g 


| | 0,0382 

21, 0,0481 0.0510 0,0498 0.0500 
5 00575 0,0610 0,0590 0,0595 
7 0,0617 0,0670 0,0635 0,0645 
10 0,0672 0,0710 0,0728 0,0708 
15 | 0,0749 0,0780 0,0817 0,0780 

24 | 0,0844 0,0903 0,0906 0,0870 

Tabelle II. 


Kinetik der Adsorption von Wasserdampf durch Granulose bei 37°. 


Von 1 g Granulose adsorbierte Wassermenge 
Versuch 4 


Sättigungs» 


dauer Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 
Std. | E ER g 


Mittlere 


g 
1 | 0,0304 0,0324 0,0292 0,0330 0,0315 
21, || 0,0671 0,0604 0,0640 0,0647 0,0641 
5 0,0875 0,0880 0,0867 0.0870 0,0873 
7 0,1019 0,1005 0,0972 0,0989 0,1005 
10 0,1190 0,1202 0,1165 0,1175 0,1183 
15 0,1470 0,1500 0,1455 0,1540 0,1491 
24 | 0,1875 0,2024 0,1928 0,1936 0,1941 


Die Berechnungen zeigen, daß die Kinetik der Adsorption von 
Wasserdampf durch Granulose und Watte bedeutend von der Adsorp- 
tion von Gasen, für die B. Iliin!) eine theoretische Formel angegeben 
hat, abweicht. 


Weiter wurde die Isotherme der Adsorption von Wasserdampf 
durch Granulose untersucht. Wägegläschen mit lufttrockener Granulose 
wurden in Exsikkatoren über Lösungen von H, SO, gebracht und 7 Tage 
bei 35°C stehengelassen. Als Dampfspannungen wurden die von 
Regnauli und Sorel?) bestimmten genommen. In Tabelle III sind die 
Messungen zusammengestellt. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 107, 145, 1923. 
2) Landolt- Börnstein, Phys.-chem. Tabellen 1923. 
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Tabelle III. 
Die Isotherme der Adsorption von Wasserdampf durch Granulose bei 35°. 


kg 


Konzentration Gewicht der Granulose Von 1g Granulose 
der Ha SO, Dampfspannung nach der Sättigung adsorb. Wassermenge 
dÉ mm 
0,94 41,75 
0.94 41.75 
4.69 412 
4,69 41,2 
18,77 37,25 
18,77 37,25 
37.54 26.4 
37,54 26,4 
46.93 18.75 
46.93 18,75 
56,32 10,5 
56,32 10,5 
75.09 2,0 
15.09 2,0 
93,86 0,2 
93,86 0,2 


Die angeführten Daten zeigen (Abb. 1, Kurve 1), daß unsere Isotherme 
denselben ungewöhnlichen Verlauf hat, wie ihn auch andere Forscher im 
Falle der Adsorption von Wasserdampf beobachtet haben!). Die Adsorp- 
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Abb. 1. Adsorptionsisotherme bei 350, 


1) Trouton, Proc. Roy. Soc. London (A) 79, 383, 1907; A. Rakowski, 
Zur Kenntnis der Adsorption, Diss. 1913; P. P. Kosakewitsch, Kolloid- 
Zeitschr. 86, 82, 1925. 
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tion von Wasserdampf durch Watte wurde untersucht von A. Rakowskt!), 

Masson und Richards?). Wir werden die Angaben von Rakowski als 

die genaueren benutzen. Seine Beobachtungen wurden aber bei 19% C 

angestellt. Um sie mit den Resultaten unserer Messungen vergleichbar 

zu machen, müssen wir dieselben auf die Temperatur 35° umrechnen. 

Dazu läßt sich die Theorie von M. Polanyi benutzen?). Trotzdem 

wir mit dieser Theorie in ihrer Gesamtheit nicht einverstanden sind — 

; aus Gründen, die wir hier nicht 

näher erörtern —, wollen wir 

trotzdem die von Polanyi an- 

gegebene Methode zu unserem 

Zwecke benutzen. Auf Grund 

der von uns erhaltenen Isotherme 

o für die Adsorption von Wasser- 

dampf durch Granulose bei 35° 

berechnen wir die sogenannte 

„charakteristische Adsorptions- 

kurve“. Unter dieser Bezeich- 

nung versteht man die Kurve, 

welche die Abhängigkeit des 

Adsorptionspotentials von der 

Entfernung von der Oberfläche 

des Adsorbenten darstellt. Wenn 

wir von dieser Kurve ausgehen 

und mit M. Polanyi annehmen, 

H daß dieselbe von der Temperatur 

unabhängig ist, so können wir 

y die Adsorptionsisotherme der 

Granulose bei 19% berechnen. 

Ebenso wollen wir mit der Watte 

verfahren. In Tabelle IV sind 

e die Umrechnungsresultate für 

5 10 7 20 : si 

Dompfspannung in mm die Granulose angeführt. Spe- 

Abb. 2. zielle Versuche bei 12,9% zeigten, 

Adsorptionsisotherme bei 190. daß die theoretisch berechnete 

Isotherme der Adsorption von 

Wasserdampf durch Watte — die durch die Messungen von A. W. 

Rakowsky begründet ist — gut mit unseren unmittelbaren Messungen 
übereinstimmt. 


Wassermenge auf 19 
Si 


1) 1. c., S. 54 bis 57. 

2) Proc. Roy. Soc. London (A) 77, 292, 1906. 

2) Ber. d. Deutsch. phys. Ges. 16, 1012, 1914; 18, 55, 1916; Zeitechr. 
f. Elektrochem. 26, 370, 1920. 
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Tabelle IV. 
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Die berechnete Isotherme für die Adsorption von Wasserdampf durch 


Granulose bei 19°. 


Von 1g Granulose 


Dampfspennung adsorb. Wassermenge Dampfspannung 


12,00 
14.00 
15,00 
15,319 
15,408 


Von 1g Granulose 


assermenge 
g 


0,0479 
0,132 
0,190 
0,322 
0,402 


In Tabelle V sind die Messungsresultate von A. Rakowski für die 
Adsorption von Wasserdampf durch Watte bei 19° in Grammen auf 
lg Watte wiedergegeben. 


Tabelle V. 
Adsorptionsisotherme von Wasserdampf durch Watte bei 19°. 
spannung ` assermenge spanhung | assermenge 
o mm d a | oO g mm g g g i 
| 
1 | 0,01225 | 0,01564 9,95 | 0,064 96 | 0,079 68 
2,20 0,019 89 0,025 96 12,0 | 0.080 15 0,098 64 
3.95 0,032 205 0,038 31 14,0 0,108 00 0,130 3 
595 | 10.042585 | 0.05219 150 || 01344 | 01582 
7,95 , "0,052 85 0,065 42 16,4 | Y (0,231 5) (0,231 5) 


Die zwei Reihen von Ziffern und die Pfeile zeigen, daß hier eine 
Hysteresis der Adsorption stattfindet. Tabelle VI enthält die Um- 
rechnungsresultate für die Isotherme der Adsorption des Wasser- 
dampfes durch Watte bei 35°. 


Tabelle VI. 
Die berechnete Adsorptionsisotherme von Wasserdampf durch Watte bei 35°. 


Dampf. Von 1g Watte sdscrhierte | Dipl: | Von 1g Watte adsorbierte 
spannung ` nn spannung | assermenge 
H g _ mm | g i g 
TI 0,009941 0,01193 30 0.07108 | 0,086 98 
lo 02942 0,035 49 | 40 012: 3 0,143 1 | 
0, 049 21 0,060 94 44,5 0,230 5 0,230 5 


In den Abb. 1 und 2 sind die Adsorptionsisothermen der Watte 
und Granulose nebeneinander gestellt. Mit dem Zeichen I ist die Iso- 
therme der Granulose, mit II die Isotherme der Watte bezeichnet. 
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Aus den Abbildungen ist zu ersehen, daß bei großer Feuchtigkeit der 
Luft, d.h. unter den Bedingungen, die beim Gebrauch von Watte 
und Granulose als Verbandstoffe stattfinden, Granulose ein bedeutend 
größeres Adsorptionsvermögen besitzt als Watte, oder mit anderen 
Worten, daß die Hygroskopizität der Granulose bedeutend größer 
als die Hygroskopizität der Watte ist. 


Dieses läßt daran denken, leicht verkohlte Watte als Verbandstoff 
statt Watte zu gebrauchen. Ein entsprechendes, besonders bearbeitetes 
Material, die ‚„Granulose‘“, wird seit einiger Zeit klinisch geprüft und 
scheint sehr ermutigende Resultate zu geben. 


Über die biochemischen Zusammenhänge zwischen 
Körperzustand, Ernährung und Resistenz der roten Blutzellen. 


Von 
Gyözö Petränyi. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der königl. ungar. P&zmäny-Pöter- 
Universität, Budapest.) 


(Eingegangen am 28. April 1927.) 


Es gibt wenig solcher Forschungsgebiete, wo die Ergebnisse derart 
verschieden sind, wie eben auf jenem der Resistenzversuche. Es ist 
etwas ganz Alltägliches, daß, wenn auch manche Forscher in irgend 
einer Richtung positive Ergebnisse aufweisen können [z.B. eine 
R.1)-Zunahme], andere diese Ergebnisse mit gleichwertigen Experimenten 
widerlegen oder mit einem negativen Befund unbekräftigt lassen, 
obzwar man sich mit dieser Frage, seit sie im Jahre 1880 zum erstenmal 
von Chanel (1) aufgeworfen und wenig später von Hamburger (2) ihre 
Versuchsrichtungslinien in einem Werke über osmotischen Druck und 
R. dargelegt wurden, in unzähligen und erschöpfenden Abhandlungen 
befaBte. 

Doch alle Bestrebungen waren zumeist unfruchtbar, um einheitliche 
Befunde zu erzielen, und die verschiedenen Ergebnisse hoffte man mit 
methodischen Verbesserungen zu umgehen, ohne aber wieder zu Resultaten 
zukommen, da man trotz allen Umsehens sehr wichtige und unerläßliche 
physiologische Faktoren außer acht ließ. 

Mit der Würdigung der verschiedenen methodischen Verfahren 
möchte ich mich hier nicht eingehender beschäftigen; es sei mir nur 
gestattet, etliche Gesichtspunkte hervorzuheben, die die Forscher bei 
der Vervollkommnung der Methodik sich stets vor Augen hielten und 
welche auch mich bei meiner Arbeit geleitet haben. 

Der Grund dieser verschiedenen Befunde wird allgemein in der 
Unzulänglichkeit der Methodik gesucht; daher die mannigfaltige 
Bestrebung nach deren Vervollkommnung; die Verfasser vernach- 


1) Die Resistenz wird in der ganzen Arbeit weiterhin mit R. bezeichnet. 
27* 
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lässigten aber dabei eben solche physiologische Faktoren, welche 
einen wesentlichen Einfluß auf die R. ausüben. 


Die in den Lehrbüchern von Naegel: (3), Brugsch-Schittenhelm (4) an- 
geführte Methodik (ein Tropfen Blut in NaCl-Lösungen von verschiedener 
Konzentration untersucht), wurde von Hamburger (5) (der defibriniertes, 
gewaschenes Blut verwendet) und von Brinkman-van Dam (6) verbessert, 
die behufs Waschung und Herstellung der hypotonischen Lösung eine 
Pufferlösung verwendet hatten, deren Konzentration betreffs aller Salze 
des Blutes annähernd gleichkam, allein hinsichtlich des NaCl-Gehalts von 
demselben sich unterschieden. Diese Verfasser haben eine ,,primáre'* und 
eine „sekundäre“ R. der Zellen unterschieden. Erstere ist die R. der ge- 
waschenen der Plasmawirkung ledigen, letztere jene der vom Plasma nicht 
abgesonderten Zellen. Meines bescheidenen Erachtens nach ist die Unter- 
suchung der sekundären R. viel zweckmäßiger, da es unvorstellbar ist, 
daß die Blutzellen innerhalb der Blutbahn von dem Plasma abgesondert 
auf die auf sie einwirkenden Einflüsse reagieren würden; wir können die R. 
der isolierten Zellen ganz außer acht lassen, da diese Modalität eben im 
Leben sowieso nicht in Betracht kommt. Obige Autoren haben den Prozent- 
satz der Hämolyse auf kolorimetrischem Wege bestimmt. 


Im Gegensatz zu jenen hat Hans Simmel (9) auf Grund der Arbeiten 
von Chanel, Vaquez (7), Janowski (8) eine Blutzáhlungsmethode aus- 
gearbeitet, bei der er eine Normalsalzlösung verwendete, die auch hinsichtlich 
ihrer H-Ionenkonzentration jener des Blutes gleichkam und sich von dieser 
nur durch den NaCl-Gehalt unterscheidet; den Grad der Hámolyse hat er 
mittels Zellenzáhlung festgestellt. (In sechs bis sieben Pipetten, welche 
Blut mit einer NaCl-Lösung von verschiedener Konzentration enthielten, 
wurden nach halbstündigem Stehenlassen die nicht aufgelösten Zellen ab- 
gezählt und der R.-Grad bestimmt.) 

Der Zweck meiner Arbeit war, die R. der Zellen und deren Ver- 
änderungen zwischen gänzlich physiologischen Umständen, in einem 
dem Blute möglichst entsprechenden Milieu, mit Ausschaltung aller 
übrigen beeinflussenden Faktoren, zu untersuchen. Dies ist im erhöhten 
Maße erforderlich, will man die absolute Zellen-R. bestimmen. (Absolut 
ist die Bestimmung, wenn man die R. von kranken Individuen mit 
jener des normalen Individuums vergleicht.) Man kann in gewissem 
Maße davon absehen, wenn man nur die relative R. bestimmen will. 
(Relativ ist die Bestimmung, wenn wir die Zellen-R. ein und desselben 
Individuums mit einem früheren Status vergleichen, und zwar deshalb, 
weil in ein und demselben Individuum alle beeinflussenden Faktoren 
in gleichem Maße unsere Ergebnisse modifizieren.) 


Gegenwärtige Arbeit befaßt sich nur mit zwei der die R. beein- 
flussenden Faktoren, deren Vernachlässigung die bisherigen ver- 
schiedenen Ergebnisse vielleicht teilweise erklären mögen. Bisher 
wurde nämlich außer acht gelassen: 1. Der Zeitpunkt der Blutentnahme 
(ob bei leerem Magen oder nach erfolgter Nahrungsaufnahme); ferner 
wurde der Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme nicht angegeben. 
2. Wurde die Veränderung des Gewichtszustandes des Kranken oder 
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gesunden Individuums (Zunahme, Abmagerung) übersehen, wohin- 
gegen es später ersichtlich wird, in wie hohem Prozentsatz diese Faktoren 
die gewonnenen Werte modifizierten. 


Methodik. 


Zur Feststellung der R. wurde die einfachere und im gegebenen Falle 
ganz genaue Ergebnisse liefernde modifizierte Hamburgersche Methode 
verwendet. Die Waschung der roten Blutzellen wurde aus obengenannten 
Gründen unterlassen. Das Blut wurde aus der Vena communicans des 
Hinterbeins bei Hunden mittels Spritze, bei Kaninchen aus der Ohrvene 
mittels Nadel gewonnen. Die Pipetten, Eprouvetten wurden mit einer 
isotonischen Oxalatlösung durchspült, um eine Koagulation zu verhüten. 
Aus der isotonischen NaCl-Lösung wurden verschiedene hypotonische 
Lösungen bereitet. Zu je 1 ccm wurde 1 Tropfen Blut hinzugefügt (0,3 ccm) 
und der Inhalt der Tuben nach mäßigem Schütteln und einem viertel- 
stündigen Stehen abzentrifugiert. Nachher wurde der Grad der Hämolyse 
in der über dem Zentrifugatum sich befindenden Flüssigkeit vom Minimal- 
zum Maximalwert mittels kolorimetrischer Vergleichungen festgestellt. 
3 Tropfen Blut in 3 ccm destillierten Wassers gelöst, ergibt 100%, Hámolyse, 
woraus durch Verdünnung verschiedene (10-, 20-, 30%, usw. Hämolyse 
entsprechende) Lösungen bereitet wurden. Die Verdünnung muß stets mit 
destilliertem Wasser ausgeführt werden, da bei einer physiologischen NaCl- 
Lösung die reversible Hämolyse störend wirken würde, nämlich die durch- 
sichtige Farbe durchscheinend wird. 

Behufs Entscheidung der Frage, ob die aus dem Plasma den Blutzellen 
anhaftende lipoide Schicht die R. beeinflußt und ob dieselbe durch Waschung 
entfernbar ist, habe ich fallweise parallel gewaschene rote Blutzellen mit 
der R. von ungewaschenen, zentrifugierten Blutzellen verglichen. (Eine 
nennenswerte Differenz konnte nicht verzeichnet werden.) 


Experimenteller Teil. 


Den Antrieb zu meinen Experimenten haben jene Beobachtungen 
gegeben, welche sich gelegentlich meiner früheren Arbeit: , Die Wirkung 
des Arsens und Eisens auf die Gesamtblutmenge usw.‘‘!) auf den Zu- 
sammenhang der Zellen-R. mit der Dosierung, besser gesagt, mit der 
Körpergewichtsveränderung bezogen. 


Es schien, als ob die den Organismus aufbauenden fixen Zellen den 
mobilen Zellen ganz entgegengesetzt reagieren. Es wurde nämlich beob- 
achtet, daß mit der hochgradigen Abmagerung nach toxischen Arsendosen 
eine R.-Steigerung, hingegen mit der Körpergewichtszunahme parallel 
eine R.-Verminderung einhergeht. Diese Wechselbeziehung zwischen R. 
und Dosis wurde durch die Versuche mit Fe nicht bestätigt, bei denen die 
beständige Dosis 0,5 g eine R.-Verminderung oder -Steigerung ergab, je 
nachdem das Tier zu- oder abgenommen hat. Es konnte aus jenem Um- 
stande eher angenommen werden, daß die R. mit dem Körpergewichts- 
zustande bzw. mit dem Eiweißfettstoffwechsel in Wechselbeziehung stehe. 
„Es ist eine Tatsache, daß der Organismus im Notfall in erster Linie das 


1) Magyar Orvosi Archivum 1926, S. 612. 
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aufgespeicherte Fett verwendet. Das Fett kann in situ nicht oxydiert 
werden, muß folglich an Eiweißstoffe gebunden zu den Muskeln und drüsigen 
Organen gefördert werden. In allen Fällen also, wo das Tier abmagert, 
mobilisiert es seine Reserve an Fett. Das Fett wird in Form von Eiweiß- 
fettstoffen, von den roten Blutkörperchen teilweise adsorbiert, weiter 
gefördert, und vermöge dieser Adsorption können die Zellen den veränderten 
osmotischen Verhältnissen gegenüber größeren Widerstand leisten.“ 


Obige Ergebnisse (s. Tabelle I) sprechen allenfalls dafür, daß eine 
Veränderung in dem Ernährungszustande in allen Fällen eine derartige 
Veränderung im Blutzellenmilieu (selbst wenn die Eiweißfettadsorptions- 
theorie im Laufe der Zeit sich nicht bestätigen würde) mit sich bringt, 
welche auch auf die R. der Zellen keine Wirkung ausübt. 


Tabelle I. 
E] m g 
MATE i 5 Ka 
be + t 5 ~t a 9 Na Cl»Lösung in °/, 
Nr. Datum sas EE E 523 
BES BE NG 
CYA 2 "e - ? Ee 
N N Z g 0,60 0,55 0.50 | 045 | 040 | 035 | 0,30 
EN A Kl 5100. 0 Sp. 20 | 60 |100 
21. XI. 4800. 0 Sp. 10 | 20 | 60 | 100 
2 || 14. XI. z 8510 0 0 Sp. | 10 60 80 | 100 
(. XI A 9100 0 Sp. 2 25 80 | 100 | 100 
>,’ E q 7800 0 0) Sp. 10 60 90 | 100 
Y. PL = 9200. 0 Sp. 5 50 80 100 
23. IL a 10000) O | 2—3 6—8 30 | 90 | 100 
3 || 23. XI A = |7300) 0 Sp. 5 | 60 90 | 100 
30. 8 S SS 7035 () () > 20 90 100 
(ër "H 5 E 7100| 0 5 15 50 90 100 
D B- : . nn 
4 | 22. XII = S |8000) O Im. Sp.| 10 | 60 | 90 | 100 
13. I g 4: 8700 0 Sp. 5 40 80 100 
8. I CG = 180001 0 Sp. 5 | 30 | 60 85 | 100 
5 || 29. XO A . 1490| O 5 20 | 50 | 80 | 90 | 100 
KSC "4 y 4 850 () 0 Sp. 3 30 70 100 
3. 0 E 5100 0 Sp. 6 30 90 98 |100 
6 1. II E 8700. 0 0 Sp. 7 40 80 | 100 
11. III a 9150 0 Sp. 2 15 50 80 | 100 
16. VI. 11 800 () Sp. 2 10 50 90 | 100 
25. VI. 12000) 0 |m.Sp.| Sp. | 60 | 70 90 | 100 
9. VII. 11 700 0 m.Sp.| Sp. 12 50 80 | 100 


Hämolyse in (io angegeben. Sp. = Spuren, m. Sp. = minimale Spuren. 


Durch diese Daten wurde ich veranlaßt, mich mit der Frage eingehender 
zu beschäftigen, da ich annahm, dadurch in den Besitz solcher Faktoren 
zu kommen, die die Resultate der auf das kristalloid-kolloidale System der 
Zellen Einfluß ausübenden Faktoren wesentlich verschieben. Die Ver- 
änderung der Zell-R. ist in den seltensten Fällen auf eine einzige unmittelbare 
Ursache, sondern vielmehr auf eine ganze Reihe von Ursachen zurückzu- 
führen; welche zwar einen einzigen Ursprung haben, aber ihre Wirkung 
die Resultante mancher von diesen einzelnen Ursachen bedingten Ver- 
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änderungen so im Milieu (Plasmabeschaffenheit, Cholesterin-Lecithin- 
verhältnis, Eiweiß- und Fettstoffmengen, Ionenkonzentration — Ver- 
änderungen, Reaktion, Hormonwirkung) wie selbst in den Zellen ist. 


In meinen weiteren Forschungen ging ich von der Annahme aus, daß 
bei Abmagerung (wenn es Tatsache ist) die Eiweißfettstoffe, in die Blutbahn 
gelangend, eine R.-Steigerung verursachen, und so müssen wir auch bei der 
Nahrungsaufnahme, wo die resorbierten Nährstoffe in die Blutbahn ge- 
langen, ähnliche Veränderung beobachten können. 


Die Versuche wurden in der I. Abteilung für innere Krankheiten 
des „Uj Szent János Kórház** an zwei epileptischen und an einem mit Cat. 
apicis behafteten Kranken gemacht. Das zur ersteren Bestimmung or- 
forderliche Blut wurde der Vena cubitalis morgens bei nüchternem Magen 
entnommen (die letzte Nahrungsaufnahme hat tags vorher zwischen 7 bis 
8 Uhr abends stattgefunden). Nach der Blutentnahme haben die Kranken 
reichliches Frühstück, bestehend aus 2,5 dl Milch, 10 dg Brot, 5 dg Butter, 
bekommen. Die zweite Bestimmung (ebenfalls Blut aus der V. cubit.) 
erfolgte 5 bis 7 Stunden nach dem Frühstück. Die Ergebnisse wurden in 
Tabelle II zusammengefaßt. 


Es ist ersichtlich, daß es in den meisten Fällen gelungen ist, durch 
äußerliche Nahrungszufuhr eine R.-Steigerung zu erreichen; ja sogar, daß 
die an Hunden stets schon beobachtete Gesetzmäßigkeit fast immer nach 
Veränderungen im Ernährungszustande konstatierbar ist. Als Kuriosum 
kann eine etwa vom Zufall bedingte. interessante Beobachtung bemerkt 
werden: In einem Falle hat die R.-Untersuchung ein dem Körpergewicht 
gar nicht entsprechendes Resultat ergeben, bei wiederholtem Abwägen des 
Patienten ergab sich ein Wägungsirrtum von 1 kg gegen den Befund des 
Morgens (Patient hat angegeben, in der Zwischenzeit weder Fäces noch 
Urin entleert zu haben). 


Da meine Annahme somit eine Bekräftigung fand, wollte ich meine 
Daten mit einer größeren Zahl von Experimenten ergänzen. Um an und 
für sich schon leidenden menschlichen Individuen mit ähnlichen Experi- 
menten verbundene Quälereien zu ersparen, habe ich mich entschlossen, 
jene durch Tiere zu ersetzen, um so mehr, da aus den an diesen gewonnenen 
Beobachtungen Folgerungen gezogen werden können. 


In den folgenden Experimenten wurden drei gesunde Hunde eingestellt. 
Den Tieren wurde seit 19 bis 20 Uhr vorigen Tages jegliche Nahrung ent- 
zogen. Das Blut wurde aus einer oberflächlichen kommunizierenden Vene 
des Hinterbeines gewonnen. Die erste Bestimmung wurde um 12 Uhr, 
die folgende 5 bis 6 Stunden nach der Nahrungsaufnahme vollzogen. Die 
Tiere haben reichliche gemischte Kost (vorwiegend Fleisch) bekommen. 
Die diesbezüglichen Beobachtungen faßt Tabelle III zusammen. 


Es ergibt sich aus der Tabelle III, daß in den einzelnen Röhrchen 
nach der Nahrungsaufnahme eine 20- bis 40%, R.-Steigerung wahrnehmbar 
ist. Eine Ausnahme weist das Experiment an dem Tier Nr. 3 auf; dieses 
Tier wurde einseitig mit überreichlichem Fett gefüttert (es hat 5% des 
eigenen Körpergewichts verschlungen). Nach 4 bis 5 Stunden zeigte sich 
im Plasma schon mit freiem Auge eine ausgesprochen lipämische Trübung 
und ergab eine R.-Verminderung; nach 8 Stunden war im Verhältnis zum 
vorherigen Zustande teilweise eine Steigerung, und erst am nächsten Tage 
früh, also 12 Stunden nachdem jegliche Nahrung entzogen wurde, war 
eine vollkommene R.-Steigerung bemerkbar. Diese abweichende Reaktion 
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konnte ich nicht erklären und will mich auch aller nicht stichhaltigen 
Deutungen enthalten, da in extremen Fällen mannigfaltige Gründe die R. 
der roten Blutzellen beeinflussen können, deren Erklärung ganz und gar 
unmöglich ist. Bei dieser Gelegenheit wurde die R. der gewaschenen und 
ungewaschenen Blutzellen verglichen. Ein wesentlicher Unterschied war 
aber nicht festzustellen; in einigen Fällen haben sich die gewaschenen Blut- 
zellen als minimal resistenter erwiesen. 

Nun ging ich auf Kaninchen über, bei denen einerseits die Blutgewinnung 
unverhältnismäßig leichter durchführbar, andererseits die Dosierung der 
Nahrung mittels der Sonde zweckentsprechender ist. 

Es wurde vor allem untersucht, ob die roten Blutzellen der Kaninchen 
auf die einverleibten Nahrungsstoffe ähnlich reagieren, wie jene des Menschen 
und des Hundes, und speziell das Fett oder die übrigen Nährstoffe (Eiweiß, 
Kohlehydrate) eine ausgesprochenere Wirkung ausüben. 

Bei den Kaninchen wurde, ähnlich wie bei den Hunden, die Nahrung 
um 19 Uhr entzogen und die erste Untersuchung am nächsten Tage um 
11 Uhr gemacht. Zuerst wurde den Tieren Hafer verabreicht. 4 bis 5 Stunden 
war eine entschiedene und konsequente R.-Veränderung nicht bemerkbar. 
(Das mag darin seinen Grund haben, daß dieser Zeitraum zur Verdauung 
und Resorption des Hafers nicht genügt, und daß die Tiere überhaupt noch 
unter der Haferwirkung gestanden haben mögen, da sie hauptsächlich und 
systematisch damit gefüttert wurden.) 

Den Tieren Nr. 1, 2, 3 und 4 wurden nachher 50 ccm lauwarmer Milch 
mit 10 bis 15 g Olivenöls, gut geschüttelt, gegeben. 4 bis 5 Stunden später 
wurde in vier Fällen ausgesprochene (röhrchenweise) 20- bis 45%, R.- 
Steigerung konstatiert. Tier Nr. 3 bildete eine Ausnahme, wo 5 Stunden 
nach Einführung der Nahrung eine mindergradige R.-Abnahme bemerkbar 
war. Das Verhalten ist ähnlich wie jenes vom Hund Nr. 3 und entbehrt 
einer Erklärung. ! 

Obige Resultate wurden in der Tabelle IV zusammengefaßt, und hier 
an letzter Stelle jenes Experiment verzeichnet, wobei an einem Tiere die 
R.-Veränderung 3,5, 6 bzw. 8 Stunden nach erfolgter Nahrungsaufnahme 
untersucht wurde; nach 3,5 Stunden zeigte sich eine R.-Verminderung; 
nach 6 Stunden eine im Verhältnis zur letzten Untersuchung vollkommene, 
aber im Vergleich zur Untersuchung bei nüchternem Zustande eine teilweise 
R.-Steigerung (d.h.nur inmanchen Röhrchen), nach 8 Stunden vollkommene 
und ausgesprochene R.-Steigerung. 

Die Frage, ob, wenn die Fettstoffe allein in die Blutbahn gelangen, 
diese eine Steigerung der R. bewirken, glaubte ich auf zweierlei Weise ent- 
scheiden zu können. Einerseits mittels intravenöser Applizierung von 
Fettemulsion, andererseits an Hand einer Phosphorvergiftung, da durch die 
Versuche Mansfelds (11) die Vermehrung des freien Fettes im Blutplasma, 
infolge der Fettmigration, eine erwiesene Tatsache ist. 

Es wurde erstens Y, ccm Olivenöl in 8 cem 0,9% NaCl-Lósung mittels 
ein wenig Waschseife in Emulsion gebracht (die Emulsion reagierte auf 
Lackmus neutral). Dieselbe wurde innerhalb 10 Minuten allmählich in die 
Vena jug. ext. injiziert, bei der nach 15 Minuten erfolgten Bestimmung 
konnte eine Verminderung der R. beobachtet werden. 

Dann wurden wieder unter ähnlichen Umständen 20 ccm Emulsio 
amygdalina (Ol. amygd. 4g, Sacch. allg., Gummi arab. je 2g, Aqua dest. 
32 g) den Tieren beigebracht. Eine Veränderung in der R. erfolgte nicht. 
Das Tier verschied am nächsten Morgen an Fettembolien. 
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Diese Experimente können nicht 
— in negativer Richtung — als 
beweisbringend erachtet werden, da 
sie eine so hochgradige Veränderung 
des Milieus verursachen konnten, 
welche die Blutzellen beeinflussen; 
bei alledem erwecken sie den Schein, 
als ob die Fettstoffe allein eine Stei- 
gerung der R. nicht bewirken könnten. 


Zwecks der toxischen Phosphor- 
experimente wurden fünf Kaninchen 
herangezogen, die Bestimmung der R. 
wurde auch hier stets bei leerem 
Magen vollzogen. 


Dem Tier Nr.1 wurden 2g Ol. 
ph. subkutan, dem Tier Nr. 2 dieselbe 
Dosis per os verabreicht. Bei dem 
Tier Nr. 1 war am zweiten Tage eine 
ausgesprochene, bei dem Tier Nr. 2 
am nächsten Tage eine weniger aus- 
geprägte Verminderung der R. kon- 
statierbar. Nach Wiederholung der 
Phosphordosis erfolgte Exitus der 
beiden Tiere. Befund: ausgespro- 
chener Phosphorgeruch bei Eröffnung 
der Bauchhöhle, enörm vergrößerte 
brüchige Fettleber. 

Den drei übrigen Tieren wurde 
nur je lg Ol. ph. (0,05 g Phosphor) 
subkutan injiziert, die Tiere magern 
ohne Ausnahme ab. Bei den Tieren 
Nr. 4 und 5 ist anfangs eine minder- 
gradige Abnahme der R.konstatierbar, 
welcher am vierten Tage eine Steige- 
rung, nachher aber bald eine sehr aus- 
geprágte Verminderung der R. folgte. 
Bei dem Tier Nr. 6 konnte diese 
dazwischen auftretende Steigerung 
der R. nicht festgestellt werden. 

Die Experimente mit Phosphor 
sind in der Tabelle VI zusammen- 
gefaßt. 

Aus der Veränderung der R. bei 
den mit Phosphor behandelten Tieren 
können zwei Folgerungen gezogen 
werden: entweder hat der Phosphor 
selbst eine solche ausgesprochene toxi- 
sche Wirkung auf die Blutzellen, daß 
er die ausgesprochene, anfängliche und 
terminale Verminderung der R. ver- 
ursacht, oder er bewirkt eine derartige 
Verschiebung im Milieu (Acidose ?), 
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daß diese die obigen Erscheinungen hervorruft. Von der Vermehrung der 
freien Fette im Plasma (sei es als primäre Ursache oder Folgezustand) 
würde man auf Grund der Fettadsorptionstheorie eine Steigerung der R. 
erwarten (dafür sprechen die Beobachtungen nach Nahrungsaufnahme und 
die im Hungerzustande auftretende Steigerung der R.; dagegen: Hund Nr. 3, 
Kaninchen Nr. 3), ein Umstand, welcher in obigen Versuchen vorwiegend 
nicht beobachtet werden konnte. 


Der gegenwärtigen Versuchsreihe kann aber noch bei weitem keine 
entscheidende Rolle zugesprochen werden, da, wie bekannt ist, der Phosphor 
die Reserven der Fettdepots mobilisiert; es kann aber ebenso angenommen 
werden, daß nach einer gewissen Zeit dieser seine Wirkung auch auf die 
roten Blutzellen ausübt und dieselben an Lipoidstoffen ärmer macht. Die 
periodische Steigerung der R. kann etwa mit der Annahme erklärt werden, 
daß der Phosphor die Zellen bzw. die Gewebe der Reihe nach angreift. 
Gelegentlich der Resorption übt er zunächst seine Wirkung auf die Blutzellen 
aus, vollkommen resorbiert, veranlaßt er die Fettwanderung, welche eine 
flüchtige Steigerung der R. verursacht, um bald wieder der primären, die 
Zellen schwächenden Wirkung des Phosphors den Platz zu räumen. 


Obige Versuche haben mich veranlaßt, die R.-steigernde Wirkung der 
Fettstoffe nicht zweifellos anzunehmen. Deshalb habe ich in den folgenden 
Experimenten einzelne spezialisierte Nährstoffe (Eiweiß, Kohlehydrat, 
Fettstoffe) verabreicht, um festzustellen, welcher von ihnen die ausgeprägteste 
Wirkung hat. 

Zuerst wurden Eiweißstoffe (Casein, Pepton) versucht. Bei dem Tier 
Nr. 1 wurden 5g Casein in 80 ccm lauwarmen Wassers gelöst, dem Tiere 
mittels Sonde zugeführt, und schon nach 3 Stunden 45 Minuten 78- bis 
26- bis 12% R.-Steigerung konstatierbar; bei dem Tier Nr. 2 konnte auf 
10 g Pepton in 50 ccm lauwarmen Wassers nach 5 Stunden eine 14- bis 22% 
Steigerung beobachtet werden. 

Bei weiteren zwei Tieren habe ich Milch und Casein bzw. Milch und 
Pepton angewandt; nach 4 Stunden 45 Minuten war bei dem ersten Tier 
etwa 90- bis 40- bis 2%, bei dem zweiten Tier 100- bis 62% Steigerung der 
R. feststellbar. 

Man könnte daraus schließen, daß die ausgeprägteste R.-Steigerung 
mit Hilfe ausschließlicher oder überwiegender Verabreichung von Eiweiß- 
stoffen erreicht wurde. Das spricht unbedingt dafür, daß die gelegentlich 
der Nahrungsaufnahme einverleibten Eiweißstoffe eine große Rolle bei 
der Steigerung der R. spielen. 

Die Wirkung der Kohlehydrate wurde in drei Experimenten untersucht, 
wobei je 20g Zucker, in 80 ccm lauwarmen Wassers gelöst, verwendet 
wurden. Bei dem Tier Nr. l erfolgte die Untersuchung nach 8 Stunden 
und ergab eine Verminderung der R; bei dem Tier Nr. 2 fand ich nach 
5 Stunden eine Steigerung; bei dem Tier Nr. 3 nach 5 Stunden 30 Minuten 
eine minimale, nach 6 Stunden 30 Minuten eine etwas ausgesprochene 
Steigerung der R. (Tabelle VIII). 

An Hand dieser Experimente ergibt sich, daß auf die Wirkung der 
Kohlehydrate die Steigerung der R. nicht genug ausgesprochen ist, sich 
langsamer entwickelt als nach den Eiweißstoffen und schneller abklingt. 

In drei Fällen wurde Öl, mit lauwarmem Wasser zusammen geschüttelt, 
verabreicht, und zwar an Nr.5 und 7 je 20 ccm mit 40 ccm lauwarmen 
Wassers, an Nr. 8 10 ccm. Bei Kaninchen Nr. 5 zeigte sich nach 8 Stunden 
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eine R.-Steigerung (33- bis 8- bis 18- bis 8%), bei Nr.7 nach 5 Stunden 
30 Minuten eine Verminderung der minimalen (4- bis 1%) und eine Steige- 
rung der maximalen R. (6°); bei Nr. 8 nach 6 Stunden eine ausgesprochene 
Verminderung der R. 


Die Beobachtung, daß nach 8 Stunden auch auf Oleum oliv. eine 
R.-Steigerung beobachtbar ist, spricht dafür, daß selbst das reine Öl das 
Milieu und somit auch die Zellen zu beeinflussen imstande ist, aber diese 
Wirkung macht sich langsamer geltend als nach Kohlehydraten und ist 
nicht ausgeprägt, ferner geht ihr eine negative Phase voran. Aus diesen 
Experimenten ist ersichtlich, daß weder das reine Öl, die freien Fette noch die 
Kohlehydrate eine so ausgeprägte Wirkung haben, wie die Eiweißstoffe oder 
deren mit minimalen Fettguanten verbundene Formen (Eiweißstoffe + Milch). 


Diskussion. 


Bei Übersicht der experimentellen Ergebnisse kann als erwiesene 
Tatsache angenommen werden, daß sowohl die Veränderungen des 
Körperzustandes als auch die Ernährung eine wesentliche Wirkung 
auf die R. der roten Blutzellen ausüben, folglich sind deshalb in der 
Methodik die obigen Gesichtspunkte unerläßlich. 


Es wäre von Wichtigkeit, eine Erklärung für den Mechanismus 
dieser Veränderungen zu geben. Auf Grund dieser Experimente läßt 
sich hinsichtlich der ursprünglichen Ursache kein endgültiges Gut- 
achten abgeben, sondern nur eine Folgerung machen. Tatsache ist, 
daß sowohl die Veränderungen des Körperzustandes als auch die 
Ernährung eine derartige Veränderung im Milieu der roten Blutzellen 
bewirken, daß ihr zufolge die R. der Zellen steigt oder sinkt. Das ist 
erwiesen, was noch folgt, ist nur Hypothese, welche noch einer 
Bestätigung bedarf, aber im Laufe der weiteren Forschungen vielleicht 
doch nicht ganz nutzlos sein dürfte. 


Die Rolle der Eiweißfettstoffe, welche vermöge der Adsorption an 
den Zellen einen gesteigerten Schutz gegen die osmotischen Verhältnisse 
gewähren, ist, wenn auch keine erwiesene, doch auch keine umgestoßene 
Sache, und, weil am wahrscheinlichsten, kann sie als Erklärung für 
die R-.Veränderungen dienen. Damit will ich nicht behaupten, daß 
immer diese Veränderung die primäre ist, denn man kann sich eben- 
sogut vorstellen, daß eine Verschiebung der Blutreaktion in alkalischer 
oder saurer Richtung, oder eine Änderung im Ionengleichgewicht des 
Blutes auch bei der Nahrungsaufnahme als primäre Ursache obwaltet. 


Die Experimente Acéls (12), welche bei Aushungern der Tiere eine 
starke R.-Steigerung ergaben und die der Autor mit dem Hungern in 
Zusammenhang brachte, scheinen die obige Rolle der Eiweißfettstoffe 
zu unterstützen. Meines Erachtens nach ist das Hungern nur das aus- 
lösende Moment für das Einsetzen der starken Abmagerung, welche 
durch die Mobilisation der Nährstoffreserven im Sinne obiger Erklärung 
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wirkt. Die vom Hunger bewirkte Steigerung stellt sich nur nach 
24 Stunden ein, was mit meinen Beobachtungen in vollem Einklang steht. 

Wenn wir im Haushalt des Organismus diese Rolle der roten Blut- 
zellen und den Verlauf der sich einstellenden systematischen Ver- 
änderungen auf Grund der Experimente rekonstruieren wollen, enthüllt 
sich folgendes Bild vor unseren Augen: 

Der Organismus entfaltet Energien, zu deren Zwecke er Kalorien 
bedarf, in deren Besitz er zum größten Teile, oft im Überfluß, durch 
die Nahrung kommt (positive Phase), ein andermal aber jene aus 
seiner eigenen Reserve (Fettdepot, Muskelsubstanz) ersetzt (negative 
Phase). Betrachten wir nun, was in der einen und in der anderen Phase 
vor sich geht: 

Positive Phase. Die einverleibte Nahrung gelangt durch die 
Resorption nach einiger Zeit in die Blutbahn, wo sie, die R. steigernd, 
an die Bedarfsstelle befördert wird, um daselbst den Kalorienverlust 
zu ersetzen. Nach Befriedigung aller Bedürfnisse wird der etwaige 
Überschuß aufgespeichert (Gewichtszunahme) und in der Blutbahn 
stellt sich ein Ruhezustand ein, wonach die R. der Zellen zum Ausgangs- 
punkt zurückkehrt. Dieser Zustand stellt sich etwa 14 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme ein. 

Negative Phase. Der zur Resorption und in die Blutbahn gelangte 
Nährstoff genügt den Bedürfnissen des Organismus nicht; folglich 
wird es nach der mit der Resorption und Verteilung des ungenügenden 
Nährstoffs einhergehenden R.-Steigerung nicht zu dem oben geschilderten 
Ruhezustand kommen, sondern es wird der Reiz des Mangels die Ersatz- 
stoffe des Organismus heranziehen, der Ruhezustand erfolgt nicht 
oder dauert viel kürzere Zeit, so daß 12 bis 14 Stunden nach der letzten 
Nahrungsaufnahme eine R.-Steigerung beobachtbar ist. Das Milieu 
der Blutzellen ist nämlich ebenso verändert, allein in diesem Falle 
nicht zufolge der von außen eingeführten, sondern der eigenen mobili- 
sierten Nährstoffe (Abmagerung, eine Veränderung des Körperzustandes 
und die damit beobachtete R.-Veränderung). 

In obiger Arbeit habe ich meine Untersuchungen über die R. der 
roten Blutzellen zusammengefaßt. Es sei nochmals betont, daß die 
obigen Umstände bei allen ferneren Untersuchungen vor Augen gehalten 
werden müssen, denn es werden unsere Ergebnisse durch alimentare 
Veränderungen derartig beeinflußt, daß man aus ihnen nicht nur keine 
richtige Folgerung ziehen kann, sondern direkt irregeführt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Zwischen Körperzustand und dem Verhalten der Blutzellen-R. ist 
eine Korrelation: auf Abmagerung R.-Steigerung, auf Zunahme R.-Ver- 
minderung. 
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2. Die Nahrungsaufnahme steigert ebenfalls die Resistenz. 
3. Zwischen den Nahrungsstoffen entfalten die Eiweißstoffe, 
Eiweißfettstoffe die größte Wirkung. 
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Studien über Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


V. Mitteilung: 
Über die Rolle der Milz im Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


Von 
S. Leites. 


[Aus dem Laboratorium für pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts zu Charkow (Ukraine).] 


(Eingegangen am 30. April 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Eine Reihe von Untersuchungen und Beobachtungen, sowohl 
histologischen als auch experimentellen und klinischen, berechtigt zu 
der Annahme, daß die Milz eine bestimmte Rolle in den Fett- und 
Lipoidstoffwechselprozessen spielt. 


Die morphologischen Untersuchungen von W. H. Schultze, Lutz, 
Kusunoki, Siegmund, Oppenheimer und Fishberg, Schiff u. a. zeigen 
das Vorhandensein eines Parallelismus zwischen der sogenannten groß- 
zelligen Lipoidzellhyperplasie der Milz (bei Diabetes, Splenomegalien) 
und den Hyperlip- und Lipoidämien. Kusunoki kommt nach seinen Unter- 
suchungen zu dem Schluß, daß die Milz schon physiologisch Anteil am 
Lipoid- bzw. Fettstoffwechsel habe, indem die Retikulumzellen und vielleicht 
auch die Sinusendothelien die im Blute kreisenden oder in loco entstandenen 
Fett- und Lipoidsubstanzen aufnehmen und weiter verarbeiten. Die an- 
geführten histologischen Beobachtungen wurden durch eine Reihe von 
Arbeiten bestätigt, welche einen Zusammenhang zwischen der experimentell 
erzeugten Hyperlipámie und Hypercholesterinámie und der Fett- und 
` Lipoidspeicherung in der Milz zeigten. So wurde die Aufnahme des Neutral- 
fettes und Cholesterins von der Milz bei enteraler und parenteraler Ein- 
führung von Anitschkow, Chalatow, Verse. Wacker und Hueck, Kawamura, 
Zinserling, Morita, Saxl und Donath, Roger und Binet, Kösezg u. a. fest- 
gestellt. Die Lipoidablagerung in der Milz wurde auch bei den durch 
Hungern (Okuneff, Joannovicz und Pick, Sopsr), Epinephrektomie (Joanno- 
vicz und Pick, Soper), Phenylhydrazinanämie (Kusunoki) erzeugten Hyper- 
cholesterinämien konstatiert. Diese morphologischen Untersuchungen 
werden durch die Splenektomieversuche (Eppinger, Siegmund, Soper, Seu, 
Sotti und Forre) ergänzt, indem die letzteren nach Milzexstirpation Hyper- 
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cholesterinämie fanden. Parallel mit diesen Befunden, welche die Teil- 
nahme der Milz an der Fett- und Lipoidelimination beweisen, existieren 
Untersuchungen über die aktive Rolle der Milz im Cholesterinstoffwechsel, 
bei Bildungs- und Zerfallsprozcssen. Abelous und Soula, Soula und 
Lavorte, Grigaut und Joannovicz bemerken eine Cholesterinzunahme in 
der Vena lienalis im Vergleich zu der Arterie; Abelous und Soula, Marino 
zeigten weiter, daß bei aseptischer Milzautolyse der Cholesteringehalt an- 
fangs zunimmt, um nachher zurückzufallen. Diese Ergebnisse, welchen 
aber von Gardner und Fox, Beumer widersprochen wird, veranlassen die 
französischen Autoren, auf die cholesterinbildende Funktion der Milz zu 
schließen. Abelous und Soula betonen auch in ihren Untersuchungen die 
inkretorische Funktion der Milz hinsichtlich der Cholesterinbildung: in 
dem arteriellen Blute des Hundes steigt der Cholesteringehait auf 109%, 
dagegen bei splenektomierten findet eine Abnahme um 18% statt; der 
Zusatz von Milzextrakt zu diesem Blute hatte eino Cholesterinzunahme 
zur Folge; Milztransplantation zeigt denselben Effekt. Dieselben Autoren 
konnten dartun, daß, während bei normalen Hunden der Cholesteringehalt 
in der V. femoralis denjenigen der Arterie übertrifft, nach der Splenek- 
tomie sowie auch nach dem Zusammenpressen der Milzvenen keine Chole- 
sterinzunahme in der V. femoralis beobachtet wird. 

Unsere bisherigen Untersuchungen!) zeigten, daß in der Norm 
der Cholesteringehalt in der V. lienalis geringer als in der Arterie ist, 
während dagegen bei der Belastung mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Chol- 
esterin der Cholesteringehalt in der V. lienalis im Vergleich zu dem 
arteriellen Blute entweder zu- oder abnehmen kann; dasselbe gilt auch 
für Lipoid-P. Wir haben die Tatsache betont, daß die Cholesterin- 
veränderungen in der V. lienalis innig mit den Neutralfettveränderungen 
verbunden sind, und zwar: die Cholesterinabnahme in der V. lienalis 
verläuft parallel mit der Neutralfettzunahme, während der Cholesterin- 
steigerung Neutralfettverminderung entspricht. Die Versuche mit der 
„Blockade“ des r.-e. Systems (s. Mitteilung IV) zeigten den Zusammen- 
hang der Neutralfett- und Cholesterinelimination in der Milz mit der 
Funktion der r.-e. Elemente; die Teilnahme der letzteren besteht 
nicht nur in den Eliminationsprozessen, sondern scheinbar auch in 
den Stoffwechselprozessen der resorbierten Substanzen, und zwar 
im Sinne von Neutralfettbildung bei Cholesterinelimination und — 
umgekehrt — Cholesterinbildung bei Neutralfettelimination. Jedoch, 
wie von uns nachgewiesen wurde, erscheint die Untersuchung von Fett 
und Lipoiden in der V.lienalis unter den Umständen eines akuten 
Versuchs (Narkose, Laparotomie) nicht definitiv für den Schluß über 
die Teilnahme der Milz im Fett- und Lipoidstoffwechsel. Es trat somit 
die Notwendigkeit auf, die von uns in den vorherigen Untersuchungen 
erhaltenen Ergebnisse durch Splenektomie zu ergänzen, um so mehr, 
als die letztere die Frage nach der Rolle und der Bedeutung der Milz 


1) S. Leites, Studien über Fett- und Lipoidstoffwechsel. I., IL, III., 
IV. Mitteilung, diese Zeitschr. 184, 273, 300, 310; 186, 391, 1927. 
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in dem Fett- und Lipoidstoffwechsel, welcher nicht nur intracellulär, 
sondern auch extracellulär, außerhalb der Milz, stattfindet, aufzuklären 


erleichtert. 
II. Methodik. 

Bei den Versuchstieren (Hunden) wurde sowohl vor als auch nach der 
Splenektomie das statische Fett- und Lipoidblutbild und dessen Verände- 
rungen bei Belastung per os mit Olivenöl, Olivenöl + Cholesterin, sowie 
bei deren parenteraler Verabreichung untersucht; Bestimmung nach Bang 
und Briggs (die Methodikeinzelheiten s. Mitteilung 1). Die Versuchs- 
anordnung bei der Fett- und Lipoidbestimmung in den inneren Venen ist 
dieselbe, wie die in den vorhergehenden Untersuchungen (s. Mitteilung I). 
In den Versuchen mit der Fettlipoidbestimmung in der Arteria femoralis, 
Vena femoralis und rechten Ventrikel ist die Methodik wie folgt: bei dem 
narkoselosen Hunde wurde die A. und V. femoralis absepariert und daraus 
mittels Spritze Blut entnommen; aus dem rechten Ventrikel wurde das 
Blut durch die Einführung einer langen dünnen Nadel in den dritten 
Rippenraum längs der L. parasternalis dextra entnommen. Im ganzen 
wurden 25 Versuche an 14 Hunden ausgeführt. Der allgemeine Zustand 
der Tiere nach der Splenektomie unterschied sich beinahe von dem der 
Voroperationsperiode nicht; es kann nur ein gesteigerter Appetit angezeigt 
werden (was auch mm den Arbeiten von Richet, Berezow, Prym, Bayer betont 
wird); bei den nach dem Ende der Versuche getöteten und zwecks Kontrolle 
der akzessorischen Milzen autoptierten Hunden wurde immer eine ziemlich 
starke Fettablagung in dem Nierengebiet sowie in dem Omentum gefunden. 


III. Statische Veränderungen von Fett und Lipoiden nach der Splenektomie. 


Die in der Tabelle I eingeführten Ergebnisse zeigen, daß die Fett- und 
Lipoidveränderungen in dem peripheren Blute nach der Splenektomie in 
folgenden bestehen: bei vier Hunden von fünf wird 7 bis 30 Tage nach der 
Splenektomie eine Neutralfettsteigerung um 44 bis 168% beobachtet; nur 
bei einem Hunde ist der Neutralfettgehalt im Blute unverändert geblieben. 
1 Monat nach der Splenektomie kommt das Niveau des Neutralfettes zur 
Norm zurück. Da jedoch das Neutralfett bei normalen Hunden ziemlich 
stark schwankt (s. Mitteilung I), können wir nur über die Neigung zur 
Neutralfettsteigerung im Verlauf des ersten Monats nach Splenektomie 
sprechen. Was den Gesamtcholesteringehalt im Blute nach der Splenektomie 
anbetrifft, so wird hier nicht etwas Bestimmtes oder Beständiges konstatiert; 
so finden wir bei einigen Hunden (Nr. 21, 8, 10) Hypercholesterinämie mit 
verschiedener Auftretungszeit bei verschiedenen Hunden nach der Splen- 
ektomie; bei anderen Hunden (Nr. 6, 22a) wurde Hypercholesterinämie 
gar nicht beobachtet. Das Cholesterinbild des Blutes nach der Splenektomie 
stellt das folgende charakteristische Merkmal dar: eine Verschiebung 
des freien Cholesterins zugunsten des gebundenen mit einer Steigerung des 
letzteren bis 243—278°%, in zwei Fällen aus fünf. Als ein beständiges 
Phänomen erscheint in allen Versuchen nach der Splenektomie eine Zu- 
nahme des lipoiden Phosphors in den Grenzen 35 bis 60%; es muß jedoch 
betont werden, daß diese Zunahme von Lipoid-P nicht immer parallel und 
proportional der Phosphatidfraktionssteigerung verläuft. Dieser Umstand 
berechtigt zu der Voraussetzung einer Veränderung der Konstitution der 
Phosphatidmoleküle. 

Also eine Steigerung des Lipoid-P und Cholesterinesters mit aus- 
gedrückter Neigung zur Neutralfettzunahme stellt ein charakteristisches 
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Tabelle I. 
Gehalt an Neutralfett und Lipoiden im peripheren Blute nach Splenektomie. 
le E je nl agl: | = 
2 1523 Eli 35 1 ] 3 
3 (222 | El 6.2 2 , $3 = 
z> g 2 TEN EN E | 
sin S IZ | üj] O 0,0068 
> || Tage | Co ur) Do Ke: "e Gë 
I d |: o] E 
6 ` 1 Vor Splenektomie . . . 0,048 | 0, 091 | 0,058 ' 0, 149' 0,168; 6,72 
26. 1. 1926. Splenektomie | 
Dk M1926 2 22000 ‚0,108 0,013 | 0,103 | 0,116 0.228, 9,80 
14 8 1.196 ...... 10,055. 0,073 0.052 | 0,125 0,327 10,0 
21'115. 11196 ...... 10,098 ; 0,056 0,069 | 0,125 /0,216| 9,3 
8 Vor Splenektomie . . . . 0,091 0,061 0,046 0,107 0,252| 8,34 
25. II. 1926. Splenektomie | | 
18 13.11.1926 ...... 0,093 | 0,083 | 0,076 | 0,159' 0,285! 9,58 
38 3.1V.1926 . 2.2.2.2. 0,075 0,093 | 0,070 | 0,163 ` 0,240 11,32 
5267 20. TVS. 1920: „2 a ‚0,100 0,049 | 0.158 | 0.207 
10 _ Vor Splenektomie. . . | 0,087 10.063 10,056 0,119 0.384 | 7,84 
| 24. ID. 1926. Splenektomie | 
30 | 24.14.1926 ...... 0,126 ' 0,026 | 0,092 : 0,118 | 11,3 
ı 7811 11. VI. 1926 ...... 0.116 0,066 0,086 | 0.152 0,471: 12,6 
21 | | Vor Splenektomie . . . 0,054 0,073 0,056 ` ‚0,129 12,7 
| + 15. V. 1926. Splenektomie | | 
1% % 83.31.1926 0.0 2 44 10,145 | 0,082 | 0,212 | 0,294 18,2 
22a Vor Splenektomie . . . +. | 0,056 0,052 | 0,040 | 0,092 
' 24. TH. 1927. Splenektomie | | 
7| 1.1927 ...... 0,090 | 0.080 | 0,065 0,095 | 
1 | Vor Splenektomie . . . . | 0,062 | 0,068 0,056 0, 2 
2. VI. 1925. Splenektomie R 
189 | 4.XI.1926...... 0,088 ..0,050 0,052 0,102. | 


Kennzeichen für den Fett- und Lipoidblutspiegel nach der Splenektomie dar; 
diese Veránderungen kommen zur Beobachtung wáhrend 6 Monate nach 
der Milzexstirpation; nachher kehrt das Fett- und Lipoidniveau des Blutes 
zur Norm zurück. 

Wie in den vorherigen Mitteilungen gezeigt wurde, erscheint das 
statische Bild von Fett und Lipoiden als ungenügend, um auf die Ver- 
änderungen des Fett- und Lipoidstoffwechsels zu schließen, indem der Fett- 
und Lipoidgehalt des Blutes in der Norm ziemlich stark variiert. Nur bei 
der Belastung, welche gesteigerte funktionelle, mit Resorption, Elimination 
und Metabolie von Fett und Lipoiden verbundene Elemententätigkeit 
hervorruft, können merkliche Abweichungen dieser Prozesse auftreten. 
Die Versuche mit der Belastung der splenektomierten Tiere mittels Olivenöl 
bzw. Olivenöl + Cholesterin erlauben eine klarere Deutung der Ver- 
änderungen des Fett-Lipoidstoffwechsels, welche nach Milzexstirpation 
auftreten. 


IV. Alimentäre Lipämie und Lipoidämie bei splenektomierten Hunden, 


Bei dem Vergleich der alimentären Lipo-Lipoidämie bei Belastung 
mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin vor und nach der Splenektomie 
(Tabellen II, III) können folgende Veränderungen in deren Verlauf und 
Typus festgestellt werden. 
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Tabelle II 
| = | E SS 8 a Du 
|2 El SÉ >E 5 3 
= | 23 | 33 | 53 | b% | $ 
tz] KE SS S E (EK © Erythrocyten 
e eS Os ¡e = 
z O del O . vd 
9% dÉ dÉ 9 a 


Hund Nr. 8, Gewicht 14,2 kg. 
24. II. 1926. Práform. . . |0,091|!0,061 | 0,046 | 0,107 0,252; 8,34 | 5,750 000 
5 g Cholesterin + 100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
3 Std. nach der Einführ. | 0,1431 0,032 | 0,093 | 0,125 0,252 | 8,35 - 
Ds ét 15 G | 0, ‚093 0,100 | 0,046 0.146 0 276) 8,78 5,700 000 
Doo e = ‚0180 0,056 0.044 0,100. 0.303 9,20 
2A o.. e > 0,095 | 6, 068 | 0,048 0, 116 ,0,276 | 8,40. 
25. II. 1926. Splenektomie. 
13. MI. 1926. Práform.. . ,0,093|10,083 | 0,076 | 0,159 || 0,285 | 9,58 | 4,890 000 


5g Cholesterin + 100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
3Std. nach der Einführ. |o 0,214 110, 080 | 0,075 m 0,155 | 0,312 | 10,78 ' 
0, 


Dim a. 204 0,242. ‚0,480 5,000 000 
A Es Ta > 0302 0; 
24 a p» 5 0,076 10,135 | 0,148 | GN 10/20 
Hund Nr. 10, Gewicht 11,3 kg. 
19. II. 1926. Práform.. . || 0,087 || 0,063 | 0,060 | 0,123 || | 7,9 | 4,920 000 
100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
3 Std. nach der Einfúbr. [0,098 ' 10,051 0,060 | 0,111 | 
Inn n a 0,168 ‚0,063 | 0,060 | 0,123 | 8,37 | 5,120 000 
Lo. Ve = 3 0,065 0.095 0.085 | 0,180 9,2 
0210071 0.070 0.141 | | 81 


H 


24. II. 1926. Splenektomie. 
24. IV. 1926. Präform. . . |}0,126 || 0,026 | 0,092 | 0,118 |0,286 | 11,3 | 4,810 000 


100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 


3Std. nach der Einführ. '0,300' 0,014 | 0,120 | 0,134 || 0,321 | 12,0 

Da ar ; 10.158 [0,111 | 0,154 | 0,265 125 

Ia on „10845 lo.101. 0.140 | 0,241 110.300 13,0 | 5,080 000 
a "ë E :0,126 0,018 ¡ 0,084 0,318 


Hund Nr. 1, Gewicht 7,5 kg. 
12. V. 1925. Präform. . . [[0,062| 0,068 | 0,056 | 0,124 0,235 | 
80,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 


(is Std. nach der Einführ. | 0,074 0,040 0,081 0,121 0,265 
A re S 0,120 | 0,082 ‚0.082 Se 0.268 ' 
Bo [0146 2 
2. VI. 1925. SEN 
22. X.1925. Prüform. . . :0,075 0,048 | 0,065 0,113! 0,279 | | 


50,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 


1!/,Std. nach der Einführ. | 0,121! 0,042 0,086 | 0.128 0.308 
Re 0.186 0,069 0,116 10.185 0.365 
er a e e > 0,202 | 0,172, 0,066 | 0,238 0,273 | 
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Tabelle II (Fortsetzung). 


p $ i D | 

ES Blas 

IE $31 43133133) 3 

| 3 | =: 32 KE l gs | S Erythrocyten 
| zZ Oeo TE m 3 

0 oo | o'o Ho | Dia mg-Plo i 


! 


= | 
4. XII. 1925. Präform. . . [0,088 0,050 ! 0,072 | 0,122 0,250 | 


l 


80,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
1!;,Std. nach der Einführ. 0,175 0,050 | 0,081 , 0,131 | 0,313 ' 
7 0,800 0,207 | 0,090 į 0,297 0,272 
S 0,270 0,211 | 0,086 | 0,297. 0,292 
» 0,289 0,160 0,098 0,258| 0,314 
„ 0,085 0,050 :0,096 | 0,146 0,259 


3 EI 3 E) 
3 3 3 3 
3 3 3 3 


KE a en ee 


Hund Nr. 22a, Gewicht 10 kg. 
22. II. 1927. Präform. . . 0,056 || 0,052 | 0,040 | 0,092 0,198 | 7,2 | 5,850 000 


5 g Cholesterin + 100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
5Std. nach der Einführ. | 0,040 ¡0,076 | 0,061 . 0,137, 0,262 | 8,3 | 5,920 000 


24. II. 1927. Splenektomie. 
1. IV. 1927. Präform. . . 0,090: 0,030 | 0,065 0,095 |0,202| 9,1 | 4,920 000 
5g Cholesterin + 100,0 Ol. olivarum per os eingeführt. 
5Std. nach der Einführ. ji 0,284 0,052 | 0,092 0,148 0,295 | 10,8 | 4,980 000 


Tabelle III. 


Alimentäre Lipo-Lipoidämie vor und nach der Splenektomie. 


Maximale Steigerung "Maximale Steigerung! 


$ des Neutralfettes des Cholesterins een 
73 \ Art der Belastung nach der ` vor der ' nach der Mee 
` Splenek» | Splenek» Splenek- : Spienck» | extomie 
3 ma auf en auf | Sg auf, Tage 
1 80,0 Ol. olivarum . . . . | 185 241 | 325 | 143 | 180 
1 50,0 Ol. olivarum . . . . ' eg 1106 ` 
1 || 1,5g Cholest. + 20,0 Ol. | | | 
olivarum `... | 418 | 143 | 196 
8 | 5g Cholest. + 100,0 OL. j 
olivarum . . . . . . | 78| 224 | 364 | 76,7 | 18 
10 | 100,0 Ol. olivarum . . . | 98,1 | 173" 4638 | 124 | 8 
10 ¡58 Cholest. + 100,0 Ol. | | 
olivarum . . .... Ä 192 | 200 32 
22a | 5g Cholest. + 100,0 Ol. | l 
| olivarum... ... |—35 |+215 | 46,8 55,7 | 7 
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A. Nach der Splenektomie ist die Newiralfettzunahme stärker aus- 
gedrückt, und zwar: während vor der Splenektomie das Maximum der 
Neutralfettsteigerung im Blute zwischen 75 bis 135% schwankt, steigt 
bei milzlosen Hunden der Neutralfettgehalt auf 169 bis 417% ; diese scharf 
ausgedrückte alimentäre Hyperlipämie kommt auch lange Zeit (6 Monate) 
nach der Splenektomie zur Beobachtung. Außerdem wird bei den splenekto- 
mierten Tieren keine bei normalen Hunden bei Verabreichung mittlerer 
Dosen Olivenöls (s. Mitteilung I) übliche hypolipämische Phase beobachtet. 


Die Verlaufsdauer der alimentären Lipämie bei milzlosen Hunden ist dieselbe, 
wie vor der Splenektomie (Abb. 1, 2, 3). 


035 
ig A 0, 
032 932 \ 
A 9 2 
qa 029 \ 

25 ` 0,2 \ 
gzs g \ 
083 023 ` 921 x 
020 0,20 \ du H 
017 Q17 V 0,15 l 
qu 014 H 0,12 \ 
qn 011 009 \ 

0, S 0 = 
Dër 2 5 7, a lëszt, zë PrF 3 5... 343d 
noch der Einführung nach der Einführung noch der Einführung 
Abb. 1. Abb 2. Abb. 3. 
Neutralfettblutspiegel Neutralfettblutspiegel Neutralfettblutspiegel 
beim Hunde Nr. 8 bei beim.Hunde Nr. 10 bei beim Hunde Nr. 1 bei 
Belastung per os mit Belastung per os mit Belastung per os mit 
5 g Cholesterin + 100,0 100,0 Ol. olivarum. 
Ol. olivarum. 


80,0 OL olivarum. 


Vor der Spleneks 
—— Vor der Splenek- 


—— Vor der Spleneks 
tomie. tomie. 
tomie. —-- Nach der Spleneks —--— Nach der Splenek» 
—-—-— Nach der Spleneks tomie (30 Tage). tomie (180 Tage). 
tomie (18 Tage). 


B. Nach der Splenektomie steigt der Cholesteringehal (freies und 
gebundenes) gewóhnlich stárker, als vor der Splenektomie. Diese alimentáre 
Hypercholesterinämie wird jedoch nicht immer und nicht bei allen splen- 
ektomierten Tieren beobachtet; wáhrend die Belastung mit Cholesterin 
+ Olivenöl beständig eine größere Hypercholesterinämie zur Folge hat, 
ruft die Belastung nur mit Olivenöl bzw. Oleinsäure bzw. Lecithin allein 
oft, jedoch nicht immer, eine geringere Hypercholesterinämie hervor. Es 
muß eine größere Neutralfettzunahme bei Belastung mit Cholesterin 
+ Olivenöl, als bei Belastung mit Olivenöl allein (Tabelle III, Hund 
Nr. 1 und 10) bei splenektomierten Hunden betont werden. 


C. Die Veränderungen des Lipoid-P (bzw. der Phosphatidfraktion) 
bei Belastung mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin bzw. Lecithin 
nach der Splenektomie variieren in denselben Grenzen, wie vor der Operation. 

In unserer vorherigen Untersuchung!) wurde gezeigt, daß die r.-e. 
Milzelemente eine wichtige Rolle in den Eliminationsprozessen des Neutral- 
fettes aus dem Blute spielen; die nach der Splenektomie beobachtete ge- 


1) S. Leites, Studien über Fett- und Lipoidstoffwechsel, IV. Mitteilung, 
diese Zeitschr. 186, 391, 1927. 
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steigerte alimentáre Hyperlipämie kann mit dem Ausfall dieser Milzfunktion 
verbunden werden. Das letztere wird durch den folgenden Versuch mit 
intravenöser Einführung von Olivenólemulsion bestätigt: 


030 % 
027 0,28 
0 0,26 
g dän 
6 922 
09 020 
01 0,18 
015 0,16 
013 0,14 
gn = 
J Prof. 3 5 7... 2480 Vë 24 Std 
noch der Ei inführung. nach der Einführung a der E Zeng hrung 
Abb. 4. Abb. 5. Abb. 6. 
Cholesterinblutspiegel Cholesterinblutspiegel Cholesterinblutspiegel 
beim Hunde Nr. 8 bei beim Hunde Nr. 10 bei beim Hunde Nr. 1 bei 
Belastung per os mit Belastung per os mit Belastung mit 80,0 Ol. 
5g Cholesterin + 100,0 100,0 Ol. olivarum. olivarum. 
Ol. olivarum. —— Vor der Splenck- es Vor der Splenek» 
—— Vor der Splenek. tomie. tomie. 
tomie. —-- Nach der Splenek» —-- Nach der Splenek» 
--— Nach der Spleneks tomie (30 Tage). tomie (180 Tage). 


tomie (18 Tage). 


Hund Lie Gewicht l4kg. 14. Dezember 1926 wurde in V. jugularis 
10 ccm 10%, Olivenólemulsion (in 1% NaHCO,) eingeführt. 


t 


| - —— 
Vor der Injektion | a 20 Min. nach der Injektion | A 
e | 0 


mn nn mn A 


Arteria femoralis . . . . . 0,075 | Arteria femoralis .... 0,040 
Vena femoralis . . . . . . | 0,061 Vena femoralis . . . . . 0,046 


21. Dezember 1926. Splenektomie. 


31. Dezember 1926 wurde in V. jugularis 10 ccm 10% Olivenöl- 
emulsion eingeführt. 


Vor der Injektion | TEN TEEN 20 Min. nach der Injektion | a 
10 io 


| 
0,100 Arteria femoralis . . . . | 0,182 
e | 


Arteria femoralis 


Vena femoralis 0,105 | Vena femoralis 0,164 


Der angeführte Versuch zeigt, daß, während die Einführung der 
Olivenölemulsion vor der Splenektomie eine Hypolipämie hervorruft, deren 
Genese der Hypocholesterinämie nach endovenöser Einverleibung kolloidaler 
Substanzen bzw. Emulsionen gleich und von uns in der vorherigen Mit- 
teilung beschrieben ist, dieselbe nach Splenektomie einen Zuwachs des 
Neutralfettes auf 829, ausführt. 
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Die nach der Milzexstirpation zur Beobachtung kommende gesteigerte 
alimentäre Hypercholesterinämie wird durch die Abwesenheit der Milz 
bedingt, indem unsere vorherigen Untersuchungen bezüglich des Cholesterin- 
gehalts in der A. und V. lienalis gezeigt haben, daß in der Milz das endogene 
Cholesterin eliminiert wird; die von uns oben betonte Unbeständigkeit 
dieses Phänomens steht scheinbar mit der Tatsache im Zusammenhang, 
daß laut unseren vorherigen Arbeiten (Mitteilung I und II) in der Milz nicht 
nur Cholesterinelimination, sondern auch dessen Zuwachs stattfindet. Die 
verschiedenartige alimentäre Hypercholesterinámie bei verschiedenen 
Hunden wird durch den Ausfall der algebraischen Summe dieser Prozesse 
bedingt. 

Die Zusammenfassung unserer Ergebnisse berechtigt uns zu dem Schluß, 
daß der Ausfall der Milz, in welcher Neutralfett- und Cholesterinelimination 
stattfindet, als eine der Ursachen der nach Splenektomie auftretenden 
gesteigerten alimentären Hyperlipämie und Hypercholesterinämie erscheint. 
Ist die Teilnahme der Milz im Fett- und Lipoidstoffwechsel nur auf diese 
lokalen Prozesse begrenzt, oder sind auch Prozeßstörungen von Fett- 
Lipoidstoffwechsel in anderen Organen in der Genese der alimentären 
Hyperlipolipoidämie nach Milzentfernung von Bedeutung? Um diese 
Frage aufzuklären, haben wir Versuche mit Bestimmung von Fett- und 
Lipoiden im arteriellen und venösen Blute verschiedener Gebiete bei splen- 
ektomierten Tieren nach Fettbelastung unternommen. 


V. Die Fett- und Lipoidverteilung in der Arterie und den Venen einzelner 
Gebiete bei splenektomierten Hunden vor und nach der Fettbelastung. 


Unsere vorherigen Untersuchungen (Mitteilungen 1, II, III) zeigten, 
daß bei der Belastung normaler Hunde mit Olivenöl bzw. Olivenöl 
+ Cholesterin eine scharf ausgedrückte Verminderung des Neutralfettes 
mit parallel verlaufendem Cholesterinzuwachs in der V. hepatica gegenüber 
der Arterie und V. porta beobachtet wird. Laut den Versuchsergeb- 
nissen der Tabellen V und VI wird bei den splenektomierten Hunden 
keine Neutralfettabnahme in der V. hepatica konstatiert. Durch diese ab- 
wesende Neutralfettsenkung in der V. hepatica der splenektomierten 
Tiere muß die starke Steigerung des Neutralfettes im rechten Ventrikel 
nach der Splenektomie (Versuch in der Tabelle IV) erklärt werden, indem 
diese Steigerung stark gegenüber Vena femoralis prävaliert und nicht auf 
die Rechnung des durch den ductus thoracicus eingetretenen Neutralfettes 
laut unseren früheren Untersuchungen (Mitteilungen I, II) bezogen werden 
kann. Auch die Tatsache, daß die „Blockade“ des r.-e. Systems mit Sol- 
argentum, die, wie wir gezeigt haben (Mitteilung IV), die Absorptionsfähig- 
keit des r.-e. Systems bezüglich des Neutralfettes steigert, den Neutralfett- 
gehalt bei der Belastung in dem rechten Ventrikel zu seinem normalen Niveau 
wiedergibt, spricht dafür, daß der Neutralfettzuwachs im rechten Ventrikel 
bei Belastung nach Splenektomie eine Folge dessen fehlende Senkung in 
der V. hepatica darstellt. Die Milzentfernung hat somit eine Funktions- 
veränderung der Leber im Sinne der Senkung der Elimination und möglicher- 
weise auch Spaltung des Neutralfettes zur Folge. 


Was das Cholesterin anbetrifft, muß betont werden, daß sein Gehalt 
in der V. femoralis keine Veränderung gegenüber demselben in der Arterie 
nach der Splenektomie leidet; sowohl vor der Splenektomie als auch nach 
derselben bleibt der Cholesteringehalt in der V. femoralis nicht niedriger 
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Tabelle IV. 
Hund Nr. 22a, Gewicht 10,0 kg. 


£ | £ S E Y- H A 
H u E - 8 
(eg Su v o Le 
= os. vo Es IM © 

| A e 0 V ve e e n Y “y 

| E =e | 23 | 62 | 4” ZS 

i O Go O 
l ojo JI Olo Do olo mg! 


22. III. 1927 wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 Ol. olivarum eingeführt. 


Vor der Einführung: | i | 

Rechter Ventrikel . . . . 2... 0,060 0,053 | 0,029 | 0,082 | 0,315 | 9,0 
Arteria femoralis . 2. 22.2. . 0,068 | 0,020 | 0,037 | 0,057 | 0,232 | 7,0 
Vena femoralis `... 0,061 0,045 | 0,043 | 0.088 | 0,321 | 8,2 
5 Std. nach der Einführung: | 

Rechter Ventrikel . . . . . 0,047 | 0,073 | 0,081 | 0,154 || 0322 | 92 
Arteria femoralis . . 22... | eg 0,062 | 0,054 | 0,116 ' 0,251 | 8,6 
Vena femoralis . . . .. ... 0,066 | 0,055 | 0,091 | 0,146 0,298 9,0 


24. II. 1927 Splenektomie. 
1. IV. 1927 wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 Ol. olivarum eingeführt. 


Vor der Einführung: | | | 


Rechter Ventrikel . . 2.2... . 0,075 ¡ 0,059 | 0,039 | 0,098 |, 0,324 | 10,0 
Arteria femoralis . © 22.2... 0,114 | 0,011 | 0,070 | 0.081 | 0,240 | 9,2 
Vena femoralis . . 2 2 2 202. 0,098 IT 0,034 po 0,064 | 0,098 || 0,286 9,4 
5 Std. nach der Einführung: 

Rechter Ventrikel . . .... . 0,350 | 0.046 | 0,105 | 0,149 | 0,334 | 10,4 
Arteria femoralis . . . . . . . 0,260 | 0.070 | 0,181 | 0,151 | 0.264 | 10,0 
Vena femoralis . 2. 2 2 22 .. | 0,254 || 0,057 | 0,094 | 0,151 , 0,304 | 8,9 


Vom 1. IV. bis 5. IV. wurden intravenös 40 cem Solargentum (Squibb) eingeführt. 
5. IV. A Ol. olivarum y 08. 
| 


Vor der Einführung: | | 
en 129 gd 0,073 | 0,085 || 0,260 | 10,4 


Rechter Ventrikel `... 

Arteria femoralis . . . 2... | 0 ‚133 ' 0,026 | 0,061 | 0,087 || 0,222 | 10,3 
5Std. nach der Einführung *) | 

Rechter Ventrikel `... 0,116 | 0,024 | 0,057 | 0,081 | 0,243 11,0 
Arteria femoralis . 2 22... 0,149 | 0,086 | 0,025 | 0,111 | 6,276 | 10,8 


*) Nach der Blutentnahme wurde der Hund getötet; Chylusgefäße gefüllt, milchweiß. 


als in der Arterie (Tabellen IV und VI). Im Gegensatz zu normalen Hunden 
ist der Cholesteringehalt in der V. hepatica im Vergleich zu der V. porta 
und Arterie nicht gesteigert, was mit der Abwesenheit des Neutralfett- 
rückfalls (s. Mitteilung I) zusammengebunden werden muß. Es muß weiter 
betont werden, daß die Fähigkeit der Lungen, das Neutralfett zurückzuhalten, 
bei der Belastung nach der Splenektomie zunimmt, und keine Cholesterin- 
verminderung in der Arterie im Vergleich zum rechten Ventrikel (Tabelle IV) 
stattfindet. 
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Tabclle V. 
Hund Nr. 10, Gewicht 11,3 kg. 
24. März 1926 Splenektomie. 11. April 1926, 9 Uhr 20 Minuten wurden 
per os 5g Cholesterin in 100,0 Ol. olivarum per os eingeführt; 2 Uhr: 
1Occm 2%, Morphii sulf. subkutan; 2 Uhr 15 Minuten: Athernarkose; 
2 Uhr 20 Minuten: Laparotomie; Blut entnommen aus: 


| 
| 


Neutralfett 
Freies 
~ Cholesterin 
© Gebundenes 
Cholesterin 
Gesamt» 
Cholesterin 
„Phospha» 
tide” 
Lipoider P 


> 
zeen, 
> 


mg? o 


o 
o 
o 
ES 
o 
o 
> 
o 


(0,70) (0.38) | (0,40) | (0,78) (13) 
0.214 | 0.212 | 0.070 | 0282 0.537 
(0.86) (0,77) |(0,27) (1,04) (2.02) ` 
Vena hepatica . . . . 2.2... 0,203 y 0,127 | 0.075 ! 0.202 0594, 12,5 
(0,79) (0,38) 1 (0,29) | (0,67) (1,84) | 
Anmerkung I. Chylusgetäße gefüllt, milchweiß. 


Anmerkungli. Die Ziffern in Klammern zeigen die Fett» bzw. Lipoidmenge auf festem 
Rückstand berechnet. 


Arteria femoralis . .. .... | 0,181 | 0.120 0,129 0,249 0.372 109 
l 


Vena porta... . 


Tabelle VI. 
Hund Nr. 8, Gewicht 14,2 kg. 
25. Februar 1926 Splenektomie. 29. April 1926, 10 Uhr 15 Minuten wurden 
per os 5g Cholesterin in 100,0 Olivenöl eingeführt; 2 Uhr 55 Minuten: 
subkutan 10 cem 2°, Morph. sulf.; 3Uhr 5 Minuten: Äthernarkose; 
3 Uhr 15 Minuten: Laparotomie; Blut entnommen aus: 


| | Freies Gebundenes ' Gesamt» 

| Neutralfett | Cholesterin ı Cholesterin Cholesterin 
di , 01, | di 0 
Arteria femoralis . . 22.2... | (1,209 0,051 0,191 | 0,242 
Vena femoralis . . 2222 .2.7.019 0,065 0,200 0.265 
Vena hepatica +... 222 .. 0,192 0.102 0,144 0,246 
Vena porta. as ma A a‘ | 0,194 i| 0,091 0,135 0,226 


Chylusgefaß gefüllt, milchweiß. 


VI. Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Die charakteristische, nach Splenektomie beobachtete Erscheinung 
— eine gesteigerte, die normale weit übertreffende, ohne hypolipämische 
Phase verlaufende und am stärksten eine lange Zeit nach Milzentfernung 
auftretende alimentäre Hyperlipämie — kann laut unseren Ergebnissen 
als Folge von zwei Faktoren betrachtet werden: einerseits ist dieses 
Phänomen ein Resultat der Milzabwesenheit, d.h. eines Organs, in 
welchem Neutralfettelimination stattfindet; die Blockierungsversuche 
(Mitteilung IV) beweisen den Zusammenhang dieses Prozesses mit 
den r.-e. Elementen. Andererseits wird die gesteigerte alimentäre 
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Hyperlipámie nach der Splenektomie durch die dabei auftretende 
Funktionsveränderung der Leber im Sinne einer Abnahme von Neutral- 
fettelimination bzw. -spaltung bedingt; diese Tatsache wird von 
Kobayashi (unter Asher) bestätigt, indem er eine spezifische, aktivierende 
Wirkung des Milzextrakts auf die Acetonbildung in der isolierten Leber 
festgestellt hat. Es muß auch bemerkt werden, daß die Abnahme der 
Adsorptionskraft der Leber gegenüber Lebertranfett nach Splenektomie 
von Joannovicz und Pick festgestellt worden ist. Erscheint die Funk- 
tionsstörung der Leber hinsichtlich der Neutralfettelimination bzw. 
-spaltung nach der Splenektomie als Folge eines Ausfalls der extra- 
celluláren, inkretorischen Milzfunktion? Ohne diese Möglichkeit 
abzulehnen, können wir auf Grund unserer Ergebnisse in anderer 
Weise die Ursachen der Funktionsveränderungen der Leber 
deuten. 

Schon in der I. Mitteilung über die Neutralfettverteilung im 
Venenblut verschiedener Gebiete wurde darauf hingewiesen, daß 
die Verhältnisse zwischen Neutralfett der V. lienalis und demjenigen 
der V. hepatica umgekehrt proportional erscheinen, und zwar: eine 
scharf ausgedrückte Neutralfettabnahme in der V.hepatica findet 
dann statt, wenn eine Steigerung des Neutralfettes in der V. lienalis 
im Vergleich zur Arterie und zu anderen Venen, wobei der Neutralfett- 
gehalt in der letzteren immer geringer als in der Arterie ist, konstatiert 
wird. Dabei wurde auch gezeigt, daß diese Neutralfettsteigerung in 
der V. lienalis mit Cholesterinzurückhaltung in der Milz verbunden ist. 
Mit anderen Worten, nur das endogene, aus der Milz entstandene 
Neutralfett der Elimination bzw. Spaltung in der Leber unterliegt. 
Nach der Splenektomie, d.h. nach dem Ausfall des Organs der endo- 
genen Zunahme von Neutralfett, wird keine Spaltung desselben durch 
die Leber bzw. keine Abnahme in der V. hepatica beobachtet. Unsere 
Untersuchungen berechtigen zu der folgenden (etwas schematischen) 
Darstellung des Neutralfettzyklus im Organismus bei der Fettbelastung: 
das exogene Fett, indem dasselbe teilweise in der Darmwand und 
teilweise in den Lungen zur Resynthese gelangt, wird in den Geweben 
und Organen, hauptsächlich in dem sogenannten Unterhautzellgewebe 
zurückgehalten; hier wird das Fett teilweise gespeichert, anderer- 
seits vielleicht metabolisiert, wobei der letzte Prozeß, wie in der vor- 
herigen Mitteilung gezeigt wurde, scheinbar mit den r.-e. Elementen 
des Knochenmarks verbunden ist. Das dabei endogen entstandene 
Cholesterin hat bei der Zurückhaltung in der Milz eine Zunahme des 
endogenen Neutralfetts zur Folge; das letztere wird beim Eintritt in 
die Leber eliminiert bzw. gespalten. Nach der Splenektomie fällt 
sowohl die Neutralfettzurückhaltung in der Milz als auch dessen Elimina- 
tion und Spaltung in der Leber aus; als Resultat wird eine gesteigerte 
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Ablagerung des Fettes in den Depots, was, wie oben erwähnt, bei der 
Autopsie der splenektomierten Tiere zur Beobachtung kommt, kon- 
statiert. Als Folge dieser Stoffwechselstörung des Neutralfettes kann 
die nach der Splenektomie beobachtete Zunahme der Cholesterinester 
und lipoiden P im Blute betrachtet werden; die Rolle der letzteren in 
der intermediären Regulierung des Fettstoffwechsels wird von Wacker 
und Hueck, Bloor, Leathes betont. Was nun andere Faktoren anbetrifft, 
welche in der Genese der gesteigerten alimentären Hyperlipämie nach 
der Splenektomie eine Bedeutung haben können, und zwar: Störung 
von Oxydationsprozessen, bzw. Gasstoffwechsel, sowie Verdauungs- 
störung, so kann deren Teilnahme abgelehnt werden. So fand Verzar 
keine Gasstoffwechselveränderung bei splenektomierten Hunden, 
Peracchia konnte bei splenektomierten Hunden keine Abnahme des 
Grundumsatzes konstatieren; derselbe betont dagegen bei einem Teile 
der Versuchshunde eine Zunahme um 12 bis 16%. Hinsichtlich des 
Einflusses der Milzexstirpation auf die Verdauung wird die alte Lehre 
von Schiff und Herzen über den Einfluß der Splenektomie auf die 
Tätigkeit der Verdauungsfermente durch die Arbeiten von Ewald, 
Popielski, Prym abgelehnt. Desgleichen kommt Mollow in seiner 
Arbeit zu dem Schluß: , Meine mit vollkommenster Methodik aus- 
geführten Versuche haben also durchaus keinen Einfluß der Milz auf 
die Verdauungsorgane erkennen lassen: ich hoffe, daß damit die alte 
Fabel endlich aus der Literatur verschwindet.‘ Wie oben erwähnt, 
ist die Dauer der alimentären Lipo-Lipoidämie bei unseren Versuchs- 
tieren vor und nach der Splenektomie gleich; es wird nur deren Höhe 
und Charakter gewechselt. Die gesteigerte alimentäre Hyperlipämie 
nach der Splenektomie ist auch nicht mit der Erythrocytenmenge 
verbunden; die Tabelle II zeigt, daß die genannte Hyperlipámie 
bei derselben Erythrocytenmenge wie auch vor der Splenektomie 
eintritt. 

Die Cholesterinveránderungen bei splenektomierten Hunden stellen 
ein Gesamtbild von folgenden zwei Prozessen dar: einerseits bedingt die 
Milzabwesenheit, worin die Zurückhaltung des endogenen Cholesterins 
stattfindet, eine gesteigerte Hypercholesterinämie; andererseits kann 
in der Milz laut vorherigen Mitteilungen auch Cholesterinzunahme 
stattfinden; anßerdem vermindert die Milzexstirpation durch die 
Störung der Neutralfettelimination bzw. -spaltung Cholesterinzunahme 
in der V. hepatica, wodurch eo ipso unsere früheren Schlüsse bestätigt 
werden, und zwar, daß die Cholesterinzunahme in der V. hepatica mit 
der Neutralfettrerminderung in derselben in Zusammenhang steht. 
Der Einfluß der Splenektomie auf das Cholesterinblutbild stellt somit 
zwei entgegengesetzt dabei auftretende Prozesse dar: eine Abnahme der 
Cholesterinzurückhaltung, sowie Abwesenheit von Cholesterinzunahme 
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in V.hepatica!). Eben diese Tatsache bedingt die Unbeständigkeit der 
Hypercholesterinämie nach Splenektomie. Im Gegensatz zu den An- 
gaben von Abelous und Soula haben wir keinen Einfluß der Milzexstirpa- 
tion auf Cholesterinbildung in Geweben außer der Leber konstatieren 
können; es wird dagegen eine Abwesenheit von Cholesterinabnahme 
in dem arteriellen Blute nach der Splenektomie beobachtet, was sowohl 
mit einer größeren Zurückhaltung des Neutralfettes in der Lunge als 
auch mit Cholesterinzunahme in derselben in Verbindung steht; die 
Einzelheiten darüber werden in unseren folgenden Mitteilungen dar- 
gestellt. 
Schlußtolgerungen. 


l. Nach der Splenektomie tritt bei den Hunden eine Zunahme 
des gebundenen Cholesterins und des Lipoid-P im Blute, welche nicht 
länger als 6 Monate dauert, auf. 


2. Belastung per os mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin 
führt bei splenektomierten Hunden zu einer bedeutenderen Neutral- 
fettsteigerung im peripheren Blute als vor der Splenektomie; die Dauer 
der alimentären Lipo-Lipoidämie ist dieselbe, wie bei normalen Hunden. 


3. Belastung per os mit Olivenöl bzw. Olivenöl + Cholesterin hat 
gewöhnlich bei splenektomierten Hunden eine größere Hypercholesterin- 
ämie als vor der Splenektomie zur Folge; dieselbe kommt jedoch nicht 
immer und nicht bei allen Hunden zur Beobachtung. 


4. Die intravenöse Einführung der Olivenölemulsion ruft bei den 
splenektomierten Hunden eine vor der Splenektomie nicht zur Beob- 
achtung kommende Neutralfettsteigerung im Blute hervor. 


5. Die splenektomierten Hunde zeigen gegenüber den normalen 
keine Neutralfettabnahme und parallele Cholesterinsteigerung in der 
V. hepatica bei der Belastung; im arteriellen Blute (im Vergleich zum 
rechten Ventrikel) wird keine so scharfe Cholesterinverminderung wie 
bei normalen Hunden beobachtet. 


6. Die gesteigerte alimentäre Hyperlipämie bei splenektomierten 
Hunden erscheint als Resultat der Milzabwesenheit, eines Organs, im 
welchem die Neutralfettelimination stattfindet, sowie auch einer Störung 
der Neutralfettelimination bzw. -spaltung in der Leber. 


7. Die gesteigerte alimentäre Hypercholesterinämie bei splenekto- 
mierten Tieren ist eine Folge der Abnahme normal in der Milz auf- 
tretender Elimination des endogenen Cholesterins, sowie ein Resultat 
der gesteigerten Cholesterinzunahme im arteriellen Blute bzw. in den 


Lungen. 


1) Dasselbe wird auch hinsichtlich des Gallencholesterins bestätigt; 
hiervon in einer weiteren Mitteilung. 
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8. Die Versuche an splenektomierten Hunden bestätigen die 
Ergebnisse der vorhergehenden Mitteilungen, und zwar, daß in der Milz 
sowohl Cholesterinzurückhaltung als auch seine Zunahme stattfindet, 
und betonen den Zusammenhang der Cholesterinzunahme in der 
V. hepatica mit der Zurückhaltung bzw. Spaltung des Neutralfettes 
in der Leber. 
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Über den ,Oxydationsquotienten*. 


Von 
Helmut Müller (1). 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Königsberg.) 
(Eingegangen am 1. Mai 1927.) 


Die Stickstoffbestimmung im Harn gibt uns einen Maßstab für 
die Umsetzungen der stickstoffhaltigen Substanzen im Organismus, 
da wir wissen, daB weitaus der größte Teil des Stickstoffs durch den 
Harn zur Ausscheidung gelangt. Sie gewährt aber keinen Anhalt dafür, 
wieweit diese Körper verbrannt sind, und vor allem führt sie nicht 
zum Ziele, wenn wir über die Verbrennbarkeit der stickstofffreien Stoffe 
im Tierkörper Aufschluß suchen. Wir müssen die Bestimmung des 
Kohlenstoffgehalts des Harns zu Hilfe nehmen. 

Brauchbar sind solche Untersuchungen natürlich nur, wenn die 
Ausscheidung des Kohlenstoffs und Stickstoffs unter konstanten Ver- 
hältnissen einen gleichmäßigen Verlauf nimmt. Daß diese Bedingung 
für den Stickstoff erfüllt ist, ist allgemein bekannt. 


Für den Kohlenstoff hat zuerst Rubner (2) eingehende Untersuchungen 
angestellt, der das Verhältnis C: N (den sogenanntenKohlenstoffquotienten) 
im Harn unter verschiedenen Bedingungen eingehend geprüft hat. Er hat 
gefunden, daß dieses Verhältnis zwar individuellen Schwankungen unter- 
worfen, bei ein und demselben Individuum aber außerordentlich konstant 
ist; vorausgesetzt natürlich, daß die Ernährung eine gleichmäßige ist. 
Er fand bei Hunden als Durchschnittszahlen für den hungernden Organismus 
die Relation C: N zu 0,75, bei reiner Fleischkost 0,61, bei Fett- und Kohle- 
hydratnahrung 0,72. Diese Werte sind später mehrfach nachgeprüft und 
bestätigt worden. 

Würden alle organischen Substanzen im Tierkörper vollkommen 
verbrannt werden, so würden die stickstofffreien vollständig zu Kohlensäure 
und Wasser abgebaut, es würden durch sie keine kohlenstoffhaltigen Ver- 
bindungen in den Harn gelangen. Die stickstoffhaltigen Körper würden 
neben Kohlensäure und Wasser nur Harnstoff liefern; der Kohlenstoff- 
quotient des Harns müßte also dem des Harnstoffs gleich sem. 

Dieser beträgt 0,43. Es gelingt aber durch keine Art der Ernährung, 
den Quotienten auf diese Zahl hinunterzudrücken. Den niedrigsten Wert 
haben wohl Frank und Trommsdorff (3) erreicht, die bei einem mit aus- 
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gelaugtem Fleisch, also fast reiner Eiweißkost, gefütterten Hund ein Ver- 
hältnis C: N von 0,48 fanden. Gewöhnlich weicht der Wert, wie Rubners 
Zahlen zeigen, recht erheblich davon ab, es werden also wesentliche Mengen 
nicht vollständig oxydierter Substanzen ausgeschieden. Das sind vor allem 
Harnsäure, Kreatinin, Oxyproteinsäuren, gepaarte Schwefel- und Glucuron- 
säuren, neben denen die übrigen organischen Bestandteile des Harns zurück- 
treten. Den Kohlenstoff und Stickstoff dieser nicht maximal oxydierten 
Verbindungen bezeichnet Spiro (4) als „dysoxydablen Kohlenstoff bzw. 
Stickstoff‘. 

In neuester Zeit hat Bickel (5) die Bestimmung des Kohlenstoff- 
quotienten in größtem Umfang wieder aufgenommen und dessen Verhalten 
bei den verschiedenartigsten physiologischen und pathologischen Zuständen 
untersucht. Er hat dabei unter anderem gefunden, daß bei vitaminfreier 
Ernährung der Quotient stark ansteigt, die Ausscheidung dysoxydablen 
Kohlenstoffs vermehrt ist. Er bezeichnet eine solche Steigerung des Kohlen- 
stoffquotienten als ,,dysoxydative Carbonurie‘‘, weil sie auf eine Störung 
der Oxydationsvorgänge im Organismus hinweist. 

Von anderen Gesichtspunkten geht Ackermann aus, der sich ebenfalls 
kürzlich mit dem Kohlenstoffquotienten beschäftigt hat (6). Er sieht die 
Frage nicht vom Standpunkt der Stoffwechselbilanz an, die durch den 
Kohlenstoffquotienten im Gesamtharn zum Ausdruck kommt, sondern 
betrachtet die einzelnen stickstoffhaltigen Harnbestandteile für sich. 
Er fragt, warum gerade diese Substanzen als Ausscheidungsprodukte 
geeignet sind, und findet die Antwort darin, daß der Organismus bei der 
Ausscheidung des Stickstoffs zwar auf Kohlenstoffverbindungen desselben 
angewiesen ist, aber möglichst sparsam mit dem Kohlenstoff umgeht, 
da er das Hauptbrennmaterial darstellt und jede Ausscheidung von Kohlen- 
stoff in anderer Form als Kohlensäure oder, wie wir sehen werden, Harnstoff 
einen Energieverlust darstellt. Dies kommt in dem Faktor C: N der Harn- 
substanzen zum Ausdruck, der außerordentlich niedrig ist. Die harnfähigen 
Stoffe zeigen fast durchweg einen günstigeren Quotienten als die, die nicht 
oder nur in sehr geringer Menge im normalen Harn erscheinen (vgl. Tabelle). 


Aber die Menge des Kohlenstoffs ist nicht allein maßgebend für 
den Energieverlust durch den Harn. Damit die Energieersparnis eine 
möglichst vollständige wird, müssen vielmehr die Steffwechselschlacken 
nicht nur im Vergleich zum Stickstoff möglichst wenig Kohlenstoff 
enthalten, sondern dieser muß auch vor seiner Verwendung zur Aus- 
scheidung des Stickstoffs energetisch möglichst weitgehend ausgenutzt, 
d.h. oxydiert sein. 


Betrachten wir daraufhin die Tabelle von Ackermann, so sehen 
wir, daß im allgemeinen tatsächlich die Körper, die im Vergleich zum 
Stickstoff am wenigsten Kohlenstoff enthalten, zugleich die am weitesten 
oxydierten sind. Das trifft aber nicht streng zu, so zeigen z.B. die 
Werte für Harnsäure und Adenin, daß letzteres ein günstigeres Ver- 
hältnis N/C aufweist, obwohl doch die Harnsäure das höher oxydierte 
Purinderivat darstellt, weshalb sie ja auch das Endprodukt des Purin- 
stoffwechsels bildet. Der Kohlenstoffquotient ist also doch kein genaues 
Maß für den Oxydationszustand der Harnsubstanzen. 
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na ee 2 0 
E gd ka 4 2 
4 3 
Guanin. ..... 5 4 
Methylguanidin 3 1 
Adenin. . .... 5 5 
Xanthin . .... 4 4 0,93 
Hypoxanthin . 4 5 0,93 
Kreatinin. . . . . 3 6 0,88 
Árginin ..... | | 4 11 0,78 
Glskokoll. . . . . 1 3 0,58 
Histidin ..... | 38 10 I 
Senn. . 22 20. 1 5 ‚3 
Ornithin . .... | 2 y ech 
Alanın. ..... 1 5 
Asparaginsäure | l 6 EH 
Lean . ..... 3 ,3 
e | 2 4 0/39 
Oxyglutaminsáure . | 1 8 0,23 
Glutaminsäure | 1 9 0,23 
Oxyprolin | 1 0,23 
Prolin . 1 0,23 
Tryptophan 2 0,21 
alin `, GHuNO | 1 12 0,073 ' 0,23 
Leuein. ..... Ce Hi3 N Oa 1, 15 0,058 0,14 
Tyrosin . 2... Ca Hi: N O3 1 19 | 0,046 0,13 
Phenylalanin . . . || CH,NO, 1 20 0,044 0,13 


Dagegen erkennen wir sofort die Überlegenheit der Harnsäure 
über das Adenin als Ausscheidungsprodukt und bekommen ein absolut 
genaues Maß für die Oxydationsstufe der Harnbestandteile, wenn wir 
an Stelle des Kohlenstoffs die Menge Sauerstoff bestimmen, welche 
die Substanz bei vollständiger Verbrennung noch aufzunehmen ver- 
möchte. 


Ich bezeichne diese Menge Sauerstoff als , Vakatsauerstoff und 
das Verhältnis des ausgeschiedenen Stickstoffs zu diesem als ,,Oxy- 
dationsquotienten”. 


Zu seiner Berechnung führt folgende Überlegung: Bei den im 
Tierkörper stattfindenden Abbauvorgängen entstehen als Endprodukte 
aus Kohlenstoff Kohlensäure, aus Wasserstoff Wasser, Schwefel Schwefel- 
säure usw., es handelt sich also um Oxydationen, bei denen jedes Element 
seine Wertigkeiten vollständig mit Sauerstoff absättigt. Der Stickstoff 
dagegen wird in Ammoniak übergeführt, also nicht oxydiert, sondern 
reduziert, indem sämtliche Wertigkeiten mit Wasserstoff abgesättigt 
werden. Wir müssen also von den zur Oxydation von C, H, S usw. 
verbrauchten Sauerstoffatomen nicht nur die Atome Sauerstoff ab- 
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ziehen, welche die Substanz schon enthalten hat, sondern auch noch 
diejenige Menge, die bei der Reduktion des Stickstoffs frei wird. 


Wir finden demnach den Vakatsauerstoff, indem wir in der Summen- 
formel einer Verbindung jedes Element mit seiner Wertigkeit multipli- 
zieren, wobei wir C, H, S als positiv, N und O als negativ einsetzen, 
addieren und (da Sauerstoff zweiwertig) durch zwei dividieren, z.B. 
Kreatinin, C,H,N,O: 


C‚,:4x 4= 16 N,:3x3= 9 
H,:7x1= 7 O :1x2= 
WE ou 
— 11 
CHE 


d.h. ein Molekül Kreatinin würde bei vollständiger Verbrennung 
6 Atome Sauerstoff aufnehmen, es enthält 3 Atome Stickstoff, der 
Faktor N: Vakat-O ist mithin an — 0,438. 
6x 16 

Die fünfte Kolumne der Tabelle zeigt die so errechneten Werte 
für die Oxydationsquotienten. Betrachten wir wieder das Beispiel der 
Purinkörper, so zeigt sich nun der Unterschied zwischen Harnsäure und 
den übrigen Vertretern dieser Klasse deutlich, der durch den Quo- 
tienten N/C gar nicht zum Ausdruck kommt (Xanthin, Hypoxanthin) 
oder gar umgekehrt wird (Adenin, Guanin). Wir sehen nun auch, daß 
das Methylguanidin, das im Kohlenstoffquotienten gleich hinter dem 
Harnstoff und weit über Allantoin und Harnsäure steht, in Wahrheit 
eine energetisch weniger ausgenutzte Substanz darstellt als diese. Auf 
den ersten Blick erkennt man auch, daß der Harnstoff das ideale Aus- 
scheidungsprodukt ist. Sein Oxydationsquotient ist unendlich, d.h. er 
läßt sich mit den dem Organismus zur Verfügung stehenden Mitteln 
gar nicht weiter oxydieren; er kann nur noch durch einfache Wasser- 
aufnahme in Kohlensäure und Wasser gespalten werden: 


Copy + H,O = CO, + 2NH,, 


Die Bestimmung des Oxydationsquotienten. 


Die praktische Bestimmung des Vakatsauerstofís ist eine recht 
einfache. Es handelt sich hier um keine neue Methode, sondern im 
Prinzip nur um die Anwendung einer Methodik, die Strebinger (7) — 
allerdings zu einem anderen Zwecke, nämlich für die Bestimmung des 
Sauerstoffgehalts organischer Substanzen — angegeben hat. 
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Es wird dabei die zu untersuchende Substanz bzw. Lösung mit 
konzentrierter Schwefelsäure nach dem Prinzip der Kjeldahlmethode 
verbrannt. Dabei entstehen bekanntlich dieselben Endprodukte, die 
die Verbrennung im Organismus liefert, Kohlendioxyd, Wasser, 
Ammoniak usw. Der zur Verbrennung nötige Sauerstoff wird nun nicht, 
wie beim Kjeldahl, aus der Schwefelsäure genommen, sondern aus 
Kaliumjodat, das dem Verbrennungsgemisch zugefügt wird. Der 
Vorgang wird durch folgende Gleichung wiedergegeben: 


6KJO,+3H,S0,=3K,S0,+3H,0+3J,+150. (l) 
Der frei werdende Sauerstoff dient zur Verbrennung der organischen 
Substanz. Dabei wird nur so viel Sauerstoff frei gemacht bzw. Kalium- 
jodat zersetzt, wie die zu verbrennende Substanz verbraucht, Kalium- 
jodat, mit Schwefelsäure allein erhitzt, entwickelt kein Jod. Kennt 
man die zugesetzte Jodatmenge, so kann man also durch Bestimmung 
des unverbrauchten Jodats feststellen, wie viel Sauerstoff die un- 
bekannte Substanz zu ihrer Verbrennung gebraucht hat. 
Die Ausführung der Bestimmung gestaltet sich folgendermaßen: 
In einem Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas von 300 bis 500 ccm 
Inhalt bringt man die genau abgewogene Menge jodidfreien Kalium- 
jodats, fügt einige Tropfen Wasser und 20 bis 30 ccm konzentrierte 
Schwefelsäure zu und läßt etwa 15 Minuten stehen. Dann schwenkt 
man leicht um und setzt die zu analysierende Substanz oder Lösung, 
genau abgewogen bzw. abgemessen, vorsichtig zu. Nun bringt man, 
ohne zu schwenken, auf das Sandbad unter den Abzug und erhitzt 
allmählich auf etwa 200% Unter Freiwerden von Jod erfolgt die Zer- 
setzung der Substanz durch das Kaliumjodat. Die Reaktion ist beendet, 
wenn keine Entwicklung von Joddämpfen mehr stattfindet. Es hinter- 
bleibt eine gelbliche, völlig klare Lösung. Man läßt erkalten und ver- 
dünnt vorsichtig mit Wasser!). Dadurch erfolgt die Abscheidung des 
noch in Lösung gewesenen freien Jods unter Braunfärbung. Dieses 
vertreibt man durch Auskochen, wobei man sich zur Verhinderung 
des Spritzens zweckmäßig einer Siedekapillare bedient, läßt wiederum 
erkalten, überführt die Flüssigkeit in einen 500-ccm-Maßkolben und 
füllt bis zur Marke auf. Von dieser Lösung verwendet man zweimal 
je 100 ccm zur Bestimmung des Stickstoffs, indem man in der beim 
Kjeldahl üblichen Weise mit starker Natronlauge alkalisch macht 
und in n/10 Schwefelsäure überdestilliert. Zwei weitere Proben von je 
100 ccm dienen zur Bestimmung des unverbrauchten Kaliumjodats 
durch Titration mit Thiosulfatlösung (8). 


1) Danach muß gut umgeschwenkt werden, um gute Mischung des 
Wassers mit der Schwefelsäure zu erzielen, da sonst beim späteren Erhitzen 
die Flüssigkeit leicht stößt und spritzt. 
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Zu diesem Zwecke versetzt man mit einem Überschuß von jodat- 
freiem Kaliumjodid. Es erfolgt dann Umsetzung nach folgender 
Gleichung: 


KJO,+5KJ+3H,80,= 3K,80,+3H,0+33, @) 


Das dabei frei werdende Jod titriert man in bekannter Weise mit n/10 
Natriumthiosulfatlósung auf Grund der Reaktion: 


2 Na,8,0, + Ja = 2 Na J + Na Be (3) 


Die Menge des vorgelegten Kaliumjodats wählt man am besten 
so, daß der Überschuß 200 bis 400 mg beträgt. Für die meisten Sub- 
stanzen wird man auskommen, wenn man etwa 300 mg der Substanz 
und 1,5g Kaliumjodat anwendet. 

Die Berechnung des Ergebnisses geschieht in folgender Weise: 

Nach Gleichung (3) (S. 456) entspricht 1 Molekül Thiosulfat 1 Atom 
Jod, nach (2) (S. 456) 1 Atom Jod */¿ Molekül Kaliumjodat, also 1 Mol 
Thiosulfat = K J 0,/6 = 214,02/6 = 35,67. Es entspricht also 1 ccm 
n/10 Thiosulfatlósung 3,567 mg KJO,, oder, da wir zur Titration nur 
1/, der gesamten Lösung verwenden, 17,84 mg KJO,. 

Weiter machen nach (1) (S. 455) 6 Moleküle KJO, 15 Atome 
Sauerstoff frei, also 1284,1 g KJO, 140 g O oder 1 g KJO, 0,1869 g O. 


Demnach ist: l 
(Vorgel. KJO, — Verbr. n/10 Na, S.O, x 17,84) 0,1869 x 100 


Meggie Angewandte Substanz 
z.B. Harnsäure.: 
Angewandte Substanz . . s. e s e es ee 0,3012 g 
Vorgelegtes KJO} . . . . «. a e ..... 0,7389 g 
Unverbrauchtes KJO} . . . . 2 2.2.0... 0,2667 g 
Verbrauchtes KJO}, . . . . ... +... . 4 0,4722 g 
log verbrauchtes KJO, ....... ... +. 67 413 
log 01809. s o A 26 161 
log angewandte Substanz — 10 . . ... +. . 52 115 
log Vakal 0: cae e a al a e a 45 689 
Vakat-O: gefunden . . . sss 28,63% 
berechnet . ....... 28,55% 
n/10 Thiosulfat verbraucht . . . . . . +. + 14,90 15,00 
Durchschnitt. . . ... + 14,95 
log: 14:95: a 4 u A a Be A A 17 464 
lop 17:84. 2. u. E 25 139 
log unverbrauchtes KJO} ......... 42 603 


Die Berechnung des Stickstoffgehalts braucht hier nicht ausgeführt 
zu werden. 
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2. Beispiel. Glykokoll, C,H,NO, Nimmt auf 
3 Atome Sauerstoff = 48g, Molekulargewicht = 75,04, Vakat-O 


I l 
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8 + 5—3— 4 
2 


63,97%: 
Angewandte Substanz . . . . +. +. + e... . 0,3184g 
Vorgelegtes KJO . . ..... +. +. . . . 14633g 
Unverbrauchtes KJO} ee 0,3523 g 
Verbrauchtes KJO .. . «+... +... +. L1110g 
log verbrauchtes KJO} . ... +. +. +... + 04 571 
log 0,1869 . . . 22 +... ....... . 26 161 
log angewandte Substanz — 10 . . . . . . + 49 703 
log Vakat-0 . . . 2: 2 een nn. 80 435 
Vakat-O: gefunden . ...... +. 63,73% 
berechnet . ... +... . 63,97% 
n/10 Thiosulfat verbraucht . . s . . +. + + 19,70 19,80 
Durchschnitt . . . . . +. . 19,75 
log 1975 ..... . sd nn e . 29557 
log 1784 . ........ + e a ee 25 139 
log unverbrauchtes KJO; .... +. +. + +. +. 54 696 


3. Beispiel. Traubenzucker, CHO, Nimmt auf 


2 
= 12 Atome = 192 Sauerstoff; Molekulargewicht 180,1; Vakat-O 
= 109,99, : 

Angewandte Substanz . . . +. +. + cc... . 0,2331 g 
Vorgelegtes KJO} . . . .... +... . 0. 1521,6 mg 
Unverbrauchtes KJO, . . . . . + + + 112,4 ,, 
Verbrauchtes KJO, . . . . +. + +. +. + . +. 1409,2 mg 
log verbrauchtes KJO, . . . +... ... +... 14 891 
log 0,1169 . ..... «5... +... . +... 26 161 
log Substanz — 10. ...¿.. +. . 63 245 
log Vakat-O. . . . . E 04 297 
Vakat-O: gefunden 110,4 
berechnet 109,9 
n/10 Thiosulfat verbraucht . . . . . - . . 6,30 6,30 
Durchschnitt . . . . +. +. + 6,30 
log 6,30 ... . . 79 934 
log 1784 . .......... . ne 25 139 
log unverbrauchtes KJO}, . . . +. +. + + + + 05 073 
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Die Methode liefert sehr exakte Resultate. Man kann, da ja die 
jodometrische Titration mit Thiosulfat sehr empfindlich ist, bequem 
auf Mengen heruntergehen, wie sie für die Mikrokjeldahlmethode 
üblich sind. Eine Einschränkung besteht insofern, als Substanzen, die 
den Stickstoff an Sauerstoff oder wieder an Stickstoff gebunden ent- 
halten (also z.B. Nitro- und Azoverbindungen), der Methode nicht 
zugänglich sind, ganz ebenso wie beim Kjeldahl. Das spielt ja aber für 
biologische Zwecke keine Rolle, da hier solche Substanzen nicht in 
Frage kommen. | | 


Zu bemerken ist ferner, daß Halogene in elementarer Form ab- 
gespalten werden. Die Reaktion verläuft folgendermaßen: 


2KJ0, + 10 NaCl + 6 H,S0, =K,80, + 5 Raa) , 
+ 6 H,0 + J; + 5 Cl, KE 


Es verbrauchen also 5 Moleküle NaCl 1 Molekül KJO, Dies 
bedeutet eine gewisse Komplikation der Methode insofern, als man 
bei der Anwendung auf den Harn die Chloride besonders bestimmen 
muß, wenn es einem nur auf die organischen Bestandteile ankommt. 


Nicht anwendbar ist die Methode natürlich, wenn wesentliche 
Mengen flüchtiger Säuren vorhanden sind, da diese zum Teil unzersetzt 
entweichen würden, wodurch der Wert für den Vakatsauerstoff zu 
niedrig werden würde. 


Anwendung auf den Harn. 


Bei der Anwendung der Methode auf den Harn verwendet man 
zweckmäßig auf 10 ccm Harn etwa lg KJO, Wie erwähnt, ist es 
erforderlich, die Chloride gesondert zu bestimmen und die diesen ent- 
sprechende Menge Kaliumjodat von dem gefundenen Verbrauch ab- 
zuziehen. 


Nach Gleichung (4) (S. 458) verbrauchen 5 Atome Cl 1 Molekül KJO,, 
also 12.308 Cl ein“ 214,02 mg KJO, 
oder | U oer DER ei dë e et e E 1,207 „ KJO}. 


Systematische Untersuchungen úber das Verhalten des Oxydations- 
quotienten im Harn liegen noch nicht vor, die bisherigen Ergebnisse 
zeigen aber, daß eine recht gute Konstanz vorzuliegen scheint. 


Es wird besonders interessieren, welchen Anteil die einzelnen 
Bestandteile des Harns an der Bildung des Vakatsauerstoffs haben, 
und Untersuchungen über die Schwankungen des letzteren werden 
(wie übrigens auch beim Kohlenstoffquotienten) nur dann weiter- 
gehende Schlüsse auf den intermediären Stoffwechsel zulassen, wenn 
man feststellen kann, welche Stoffgruppen für die Abweichung ver- 
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antwortlich zu machen sind. Mit anderen Worten, es wird notwendig 
sein, den Harn in einzelne Fraktionen aufzuteilen und in diesen ge- 
sondert den Quotienten zu bestimmen. In dieser Richtung angestellte 
Vorversuche haben ergeben, daß sowohl bei der Trennung mit Phosphor- 
wolframsäure wie bei der mit Sublimat und Soda die Fraktionen Werte 
ergeben, deren Summen gut mit den Werten im Gesamtharn über- 
einstimmen. 


Vergleichen wir die Methode des Oxydationsquotienten mit der 
Bestimmung des Kohlenstoffquotienten, so scheint die Notwendigkeit 
der Chloridbestimmung bei der Anwendung auf den Harn einen Nachteil 
der ersteren zu bedeuten; bedenken wir aber, wie leicht, rasch und 
zuverlässig die Chloridbestimmung nach Volhard sich gestaltet, und 
ferner, daß andererseits die Bestimmung des Vakatsauerstoffs sehr 
viel einfacher und vor allem genauer als die des Kohlenstoffs ist, daß 
weiter in derselben Substanzprobe gleichzeitig die Stickstoffbestimmung 
vorgenommen werden kann, so dürfte schon rein methodisch dem 
Oxydationsquotienten der Vorzug zu geben sein. 


Dazu kommt einmal der oben ausgeführte Vorteil, daß der Vakat- 
sauerstoff das wahre Maß der Oxydationsvorgänge viel genauer wieder- 
gibt als der Kohlenstoffquotient. Noch mehr fällt vielleicht ein anderer 
Umstand ins Gewicht: Der auf den Harnstoff entfallende Kohlenstoff 
macht über die Hälfte des Gesamtharnkohlenstoffs aus, während an 
der Bildung des Vakatsauerstoffs der Harnstoff überhaupt nicht be- 
teiligt ist. Ein Schwanken des Nichtharnstoffkohlenstoffs muß also 
im Oxydationsquotienten einen viel größeren Ausschlag geben als im 
Kohlenstoffquotienten. 


Abgesehen von diesen Fragen der Stoffwechselphysiologie und 
-pathologie, die durch die Untersuchung des Harns beantwortet werden, 
sind noch eine Reihe anderer Fragestellungen der Erforschung mit 
Hilfe des Oxydationsauotienten zugänglich. So dürfte die Methode 
bei der Verfolgung mancher biologischer oxydativer und reduktiver 
Prozesse, z.B. fermentativer Umsetzungen, gute Dienste zu leisten 
vermögen. 


Auch für die präparative Biochemie ergeben sich Anwendungs- 
möglichkeiten. So kann man feststellen, ob eine Lösung eines bekannten 
Körpers noch andere organische Stoffe in wesentlicher Menge enthält. 


Die Methodik gestattet ferner, zwei in Lösung befindliche Körper 
nebeneinander quantitativ zu bestimmen, sofern nur die Lösung keine 
anderen in Reaktion tretenden Stoffe mehr enthält. 


Sind nämlich x und y die gesuchten Substanzen, N, und N, ihr 
Stickstoffgehalt, S, und S, ihr Vakatsauerstoff und N und S der durch 


460 H. Müller: Oxydationsquotient. 


die Analyse ermittelte Stickstoffgehalt bzw. Vakatsauerstoff der Lösung, 
alles in Prozenten, so ist: 

sN +yN =N 

Zb, +99 zB 

eh, BL yN¿S¿= NS, 

£N, Sı + y N¿S, = SN, 

xN,S, — TN¿8S, = NS, — SN, 


N 153 — Na S, 
Ganz entsprechend findet man: 


I= NaS, —N,S, 


Schließlich bedeutet noch die Anwendung der besprochenen Methode 
eine wesentliche Vereinfachung der Elementaranalyse insofern, als die 
Bestimmung des Oxydationsquotienten allein in sehr vielen Fällen die 
Bestimmung des Kohlenstoffs und Wasserstoffs völlig zu ersetzen 
vermag. Das soll in einer folgenden Mitteilung ausführlich auseinander- 
gesetzt werden. 

Zusammenfassung. 


1. Der ‚Vakatsauerstoff‘ ist die Menge Sauerstoff, die eine Sub- 
stanz bzw. Lösung bei völliger Oxydation zu den Endprodukten der 
tierischen Verbrennungen noch aufnehmen würde, der ,,Oxydations- 
quotient“ das Verhältnis des Stickstoffgehalts zum Vakatsauerstoff. 

2. Es wird die Methodik der Bestimmung des Oxydationsquotienten 
beschrieben. 

3. Der Oxydationsquotient gibt den Oxydationszustand genauer 
wieder als der Kohlenstoffquotient und ist deshalb sowie aus methodi- 
schen Gründen diesem vorzuziehen. 

4. Die Anwendungsgebiete der Methodik werden besprochen. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die botanische Literatur ist erfüllt von Untersuchungen über die 
„intramolekulare Atmung“ der Pflanzen, worunter im Anschluß an 
die Vorstellungen von Pasteur die anaerobe Bildung oder Ausscheidung 
von CO, verstanden wird, die oft, aber nicht immer, mit einer der 
Gärungsgleichung entsprechenden 'Alkoholbildung verknüpft ist?). 
Besonders Samenpflanzen, Früchte, Wurzeln zeigen eine erhebliche 
anaerobe Kohlensäurebildung, grüne Pflanzen im allgemeinen weniger. 
Das Verhältnis der Größe anaerober und aerober CO,-Ausscheidung ist 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen3). Indessen herrscht 
weder über die Bedeutung noch das Zustandekommen der anaeroben 
Atmung der Pflanzen volle Klarheit, auch nicht über den Zusammen- 
hang mit der aeroben Atmung. Nachdem aber bei der alkoholischen 
Gärung der Hefe dieser Zusammenhang bis zu einem gewissen Grade 
geklärt werden konnte®), lag es nahe, zu untersuchen, ob die dort ge- 
fundenen Gesetzmäßigkeiten auch für die intramolekulare Atmung der 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstützung des „International Education 
Board‘ der Rockefeller-Stiftung ausgeführt, dem ich dafür meinen besten 
Dank sage. 

2) Zur Übersicht siehe Kostytschew, Pflanzenatmung. Monographien 
aus dem Gesamtgebiet der Physiologie der Pflanzen und der Tiere. 8. Bd. 
Berlin, Julius Springer, 1924. 

3) Von neuerer Literatur siehe z. B. Boysen-Jensen, Dansk. Vedensk. 
Selskab Biol. 4, 1, 1923. 

4) O. Meyerhof, Chem. Ber. 58, 991, 1925; diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 


462 L. Genevois: 


Pflanzen Geltung haben. Der von Pasteur entdeckte hemmende Einfluß 
des Sauerstoffs auf die Gárung war von Otto Meyerhof in folgender 
Weise quantitativ bestimmt und erklärt worden: Die Hefe besitzt 
wie die meisten sich vermehrenden Zellen zwei primär voneinander 
unabhängige, Energie liefernde Stoffwechselprozesse: einen ohne 
Eingriff des Sauerstoffs verlaufenden Spaltungsvorgang und einen 
OxydationsprozeB. Wenn dieser letztere stattfinden kann, so macht 
er einen Spaltungsumsatz, der ein bestimmtes Vielfaches des Atmungs- 
umsatzes beträgt, rückgängig. Der Oxydationsquotient 


rückgängig gemachter Spaltungsumsatz in Mol. Zucker 
Oxydationsumsatz in Mol. Zucker 


ist innerhalb gewisser Grenzen konstant, etwa 3 bis 6. Die Rückgängig- 
machung beruht nicht etwa auf der Weiteroxydation der Spaltprodukte 
— das wäre ja mit dem Oxydationsquotienten unvereinbar —, sondern 
in einer Zurückverwandlung der Spaltprodukte in die Ausgangsstoffe. 
Infolgedessen wirken auch die Intermediär- und Endprodukte der 
Gärung auf die Atmung der Hefe ebenso wie Zucker ein, und ihre 
Umwandlung in Kohlehydrate in Gegenwart von Sauerstoff ist analytisch 
feststellbar. 


Ich habe auf Vorschlag von Herrn Meyerhof untersucht, ob in 
grünen Pflanzen derselbe Zusammenhang nachweisbar ist. Es war 
zu fragen, ob die intramolekulare Atmung unter denselben Bedingungen 
der Hemmung der Sauerstoffatmung auftritt, wie die Gärung der 
Hefe, und ob hier ein ähnlicher Oxydationsquotient nachweisbar ist; 
ferner: welche Stoffe steigern die Atmung der grünen Pflanzen ähnlich 
wie Zucker, und finden sich hierbei ebenfalls solche, die als Inter- 
mediärprodukte der Gárung in Frage kommen? Diese Versuche sind 
zunächst an frei lebenden grünen Algenzellen angestellt, über deren 
Atmung O. Warburg und seine Mitarbeiter zahlreiche Angaben gemacht 
haben!). Insbesondere ist die Atmung der Chlorella unter Zusatz von 
Zucker kürzlich von Emerson?) in dem Warburgschen Laboratorium 
nach verschiedenen Richtungen untersucht worden. Ich habe meine 
Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit an Algen aus verschiedenen 
Familien, im ganzen an sechs verschiedenen Arten, gewonnen; späterhin 
sollen sie auch auf höhere Pflanzen und Samenpflanzen ausgedehnt 
werden, bei denen schon unter natürlichen Bedingungen mit der Möglich- 
keit anaerober Zustände zu rechnen ist. 


. 1) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 1919; 108, 188, 1920; 110, 
66, 1920. 


2) Journ. of General Physiol. 10, 469, 1927. 
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Methodik. 


Die benutzten Algen waren: 
Chlorella pyrenoidea (Chick), 
Scenedesmus Basiliensis (Chodat), 
Coelastrum Proboscideum, 
Haematococcus pluvialis, 
Stichococcus bacillaris, 
Pseudendoclonium Basiliense (Visch.). 


Die Chlorella verdanke ich Herrn Professor Warburg; die übrigen 
hat liebenswürdigerweise Herr Dr. Vischer aus Basel mir in Rein- 
kulturen zur Verfügung gestellt. Nach Goebel!) gehört Haematococcus 
pluvialis zur Gruppe der Volvocales, Chlorella pyrenoidea, Scenedesmus 
Basiliensis und Coelastrum Proboscideum zu den Protococcales und 
zur Familie der Scenedesmuceae, Stichococcus bacillaris zu den Ulotri- 
chales. Haematococcus wurde sowohl in grünem Zustande als im 
Zustande der roten Dauerzellen untersucht. Die Züchtung geschah 
nach den Angaben O. Warburgs teils am Fenster, teils unter der Wirkung 
elektrischen Lichtes in Knopscher Lösung. Die Gefäße wurden dauernd 
von Luft, die 5%, Kohlensäure enthielt, durchströmt. Die Algen wurden 
aus der Flüssigkeit abzentrifugiert, in Ringerlösung suspendiert und 
von der Suspension in jedes Versuchsgefäß 1 ccm einpipettiert. Dazu 
kamen die verschiedenen Zusätze, wodurch das Volumen auf 2ccm 
gebracht wurde. 

Zur Messung von Sauerstoff und Kohlensäure verwandte ich die 
manometrische Methodik O. Warburgs?*). Da die Assimilation aus- 
geschaltet werden sollte, wurden die Respirationsgefäße mit Stanniol 
umwickelt in den Thermostaten bei 20° gehängt. Die Atmungsmessung 
geschah in Luft. Sollte die Gärung in Stickstoff-Kohlensäure unter- 
sucht werden, so muß einmal der käufliche Stickstoff durch Über- 
leitung über rotglühendes Kupfer von Sauerstoffspuren befreit werden, 
ferner aber die Umhüllung der Gefäße mit Stanniol schon vor Durch- 
leitung des Stickstoffs stattfinden. Andernfalls bilden die Algen 
während der Durchleitung infolge Assimilation so viel Sauerstoff, daß die 
Gärung nachher stundenlang herabgesetzt wird. Schon dieser Umstand 
beweist, daß die Gärung hier gegen Sauerstoff ebenso empfindlich ist 
wie bei der Hefe. Für die Gärungsmessung wurde Na HC O, zur Ringer- 
lösung zugegeben, so daß die Konzentration 1,5. 10”? mol. betrug. 
In einzelnen Fällen, wo die Gärungskohlensäure von den fixen Säuren 
getrennt werden sollte, wurde der Anteil der letzteren durch Bestimmung 


1) Morphologie und Biologie der Algen, 2. Aufl., 1923. 
2) Siehe Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Julius Springer, 1926. 
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des verschwundenen Bicarbonats ermittelt. Die Berechnung geschah 
nach dem Vorbild O. Warburgs durch Bestimmung der Kubikmillimeter 
verschwundenen oder gebildeten Gases pro Milligramm Trockensub- 
stanz: Qo, Sauerstoffverbrauch in Luft, Q7¿, Gárungskohlensáure in 
Stickstoff, Qčo, Gärungskohlensäure in Luft. Das Trockengewicht 
pro Versuch schwankte zwischen 4 und 30 mg. 


Atmung der Chlorella. 


Daß die Atmung der Algen durch Zucker stark erhöht wird, ist 
schon von O. Warburg gefunden, der auch eine Atmungssteigerung 
während der Assimilation beobachtete, eben wegen des hierbei ent- 
stehenden Zuckers. Außerdem ist die AtmungsgróBe in mineralischer 
Lösung offenbar abhängig von der Menge der Reservesubstanzen der 
Algen; sie ist daher kleiner bei Zellen, die längere Zeit bei niedriger 
Beleuchtung gezüchtet sind. Den Abfall der Atmungsgröße derselben 
Kultur bei Züchtung unter zunehmend verschlechterter Belichtung 
ersieht man aus dem folgenden Beispiel, wo gleichzeitig der Abfall 
der Atmung in aufeinander folgenden Stunden ersichtlich ist. 


Tabelle I. 


Sinken der Atmungsgröße von Algen bei Züchtung in schwach belichtetem 
Zimmer. (Die Versuche entstammen derselben Kultur.) 


Datum Q»Werte ab Versuchsbeginn 
1926 15 äi | "häi 3h 30' 4h 30° 
0,9 0,9 
0,8 0,75 
0,5 0,5 
< 0,1 < (0,1 


Durch die verschiedenen natürlichen Zucker: Glucose, Fructose, 
Mannose, Galaktose wird die Atmung, wie schon Emerson fand, ziemlich 
gleichmäßig gesteigert. Der Q-Wert steigt dabei von 1 bis 2 auf 4 bis 6. 
Der respiratorische Quotient ist in allen Fällen = 1. Bei der Prüfung 
anderer Stoffe in ihrer Wirkung auf die Atmung zeigte sich, daß die 
meisten als Intermediärprodukte der Gärung bekannten Verbindungen 
nur einen unbedeutenden Einfluß haben, so Milchsäure und Brenz- 
traubensäure, die ebenso schwach wirken wie andere organische Säuren 
(als Alkalisalze benutzt). Verhältnismäßig stark steigerten drei Stoffe: 
Acetaldehyd, buttersaures Natrium und Alanin nebst einigen anderen 
Aminosäuren. Besonders interessant erschien die atmungssteigernde 
‚Wirkung des Acetaldehyds; in 2,5.10”2 mol. Lösung erhöhte er die 
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Atmung auf das Dreifache, so daß sich durchschnittlich ein Q-Wert von 
3,2 ergab. Dabei steigt der respiratorische Quotient beträchtlich über 1, 
er beträgt im Durchschnitt 1,26. Da in Abwesenheit von Sauerstoff 
unter Aldehydwirkung keine Kohlensäure entsteht, muß man an- 
nehmen, daß der Aldehyd zu sauerstoffärmeren Verbindungen syn- 
thetisiert wird, also wahrscheinlich zu Fettsäuren. Die Größe des 
respiratorischen Quotienten deutet auf eine beträchtliche Reduktion 
hin. Bei den höheren Aldehyden: Propylaldehyd und Valeraldehyd, 
war die Atmungssteigerung geringer und ebenso die Vergrößerung des 
respiratorischen Quotienten. Doch war auch hier beides nachweisbar. 
Als Beispiel mögen die folgenden Versuche dienen. 


Tabelle II. 
| Versuchs» A Igene | z Mel. Qo Respira» 
Datum dauer e a un a Konzen» ohne | torischer 
e eny tration ¡ Aldehyd | Zusatz | Quotient 
td. mg St 
aan 5 6 Acetaldehyd | 0,025 | 32 | 0,8 
Propylaldehyd | 0,025 21 | 
Valeraldehyd | 0,025 | 17 | | 
| 
Formaldehyd | 0,025 0 1,0 


Acetaldehyd 0,025 3.3 

Propylaldehyd | 0,025 ¡ 2,6 

| | Valeraldehyd | 0,025 2,1 

7. XI. 6!/3 1 Acetaldehyd 0,025 3,0 1,0 1,26 
| Propylaldehyd | 0,025 2,0 1,0 

Propylaldehyd | 0,025 | 2,1 1,0 1,13 

Valeraldehyd | 0,025 1,4 1,0 1,06 


Y 
O 
Gei 
ep 
or 
a 


(Der Formaldehyd hemmt, wie man sieht, die Atmung komplett.) 


Eine verhältnismäßig starke Steigerung der Atmung bewirken 
auch die Alkalisalze der niederen Fettsäuren, Essigsäure, Buttersäure, 
Valeriansäure, wobei die Wirkung des Butyrats am größten ist. Der 
Qo,-Wert betrug durchschnittlich über 3,5. Auch die anderen unter- 
suchten Algenarten zeigten ein ähnliches Verhalten; falls ihre Atmung 
durch Zucker gesteigert wurde, wirkte buttersaures Natrium ähnlich. 
Daß die Atmungssteigerung auf eine Oxydation der Säure zurück- 
zuführen ist, beweist die Verkleinerung des respiratorischen Quotienten, 
der hier 0,8 beträgt, während er in mineralischer Lösung = l ist. Als 
Beispiel diene die folgende Tabelle III. 

Biochemische Zeitschrift Band 186. 30 
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Tabelle III. 


Respiras 


Algen» Prozens t h Q 
Trocken» | V b Z tisch mit orischer O 
Datum | ME |" dauer” | EE, Konsene ét | Quote! | chas 
1927 | mg Std. non Fettsäure o 
A ] ; Ree Du FE Van a 
7. T. 36 4 ı Essigsaures 1 3,1 | 18 
Natrium | 
Buttersaures 1 3,7 | 
Natrium SN 
31..L | 16 5 ı Buttersaures 1 3,4 0,81 | 1,1 
‘ Natrium | 
an | 13 5 | Valerians. 1 8,0 0,86 ; 14 
|, ~ Natrium | 


Von den Aminosäuren, deren Wirkung im allgemeinen kleiner ist, 
hatten alle gut lösliche Säuren einen deutlichen Einfluß. 


In der Tabelle IV sind mehrere Versuche mit verschiedenen Amino- 
säuren vereinigt. Insbesondere sind die Qo,-Werte mit jeder einzelnen 
Säure aus zwei verschiedenen Versuchen gewonnen, die mit I und II 
bezeichnet sind. Wie man sieht, sind in Gegenwart der Aminosäuren 
die Q-Werte in beiden Fällen gleich, obwohl sie in rein mineralischer 
Lösung außerordentlich differierten (im ersten Falle etwa 2,5, im 
anderen 0,1). Es ergibt sich daraus, daß nicht die relative Steigerung 
der Atmung für eine Substanz charakteristisch ist, sondern der absolute 
Qo,- Wert, unabhängig von der Atmungsgröße in mineralischer Lösung. 


Tabelle IV. 
Versuchs» SES do, 
dauer Zugesetzte Aminosäure Konzen» mit de ohne Aminosäure 
tration 
en. _ Er 
S ` Glykokoll 1 38 | 39 | 2,8 0,1 
5 Alanin 1 4,0 40.13 | 01 
5 Leuein 1 3,2 31 2,5 0,1 
5 | Asparaginsaures Natrium 1 83,5 | 28 0,1 
2 4 Cystin gesátt. 0,8 , 0,7 


Die verschiedenen Alkohole sind vóllig unwirksam. 


Schließlich sei noch das Verhalten der zusammengesetzten Zucker 
erwähnt. Die Disaccharide, Milchzucker und Saccharose waren ohne 
Einfluß; dagegen steigerten zwei Hexosemonophosphorsäuren die 
Atmung aufs dreifache, nämlich der durch die Spaltung der Hexose- 
diphosphorsäure erhaltene Neubergsche Ester und die von Neuberg, 
Hatano und Sabetay aus Saccharosemonophosphorsäure erhaltene 
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Glucosemonophosphorsáure. Immerhin ist es möglich, daß diese 
Steigerung auf Beimengungen der Monoester beruht, da dieses 
wenigstens für die Atmungssteigerung bei der Hefe wahrscheinlich 
gemacht werden konnte!). 


Tabelle IV a. 


Wirkung von Hexosemonophosphorsáuren auf die Atmung. 


Algen, 
Trocken» Versuchs» Molare 
Datum suhstanz Konzen» No, 


tration 


| Glucose 5,2 
21. TV. 17 1,30 Nodzuscher Ester *) 2,6 
| 17 1,80 Neuberg scher Ester **) 2,7 
21. 12 4 Neuberg-Sabetay-EsterT) 3,1 


*) Journ. of Biochem. (Tokio) 6, 31, 1925. 
*) Diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 
t) Diese Zeitschr. 162, 479, 1925. 


Atmung der anderen Algen. 


Auch bei den anderen eingangs erwähnten Algen wurde die absolute 
Größe der Atmung, ihre Beeinflussung durch Zucker und eine Reihe 
der anderen oben erwähnten Substanzen: Aldehyde, Fettsäuren, 
Aminosäuren untersucht. Ihr Verhalten stimmte mit dem der Chlorella 
m wesentlichen überein. Der do Wert ohne Zucker betrug zwischen 
l und 2; in Zucker stieg er auf 3 bis 6, bei Coelastrum sogar auf 12. 
Abweichend verhielten sich nur die beiden Arten Pseudendoclonium 
iliense und Haematococcus pluvialis. Im letzteren Falle wurden 
die roten Dauerzellen durch Zucker gar nicht gesteigert, während die 


Tabelle V. 


Atmungsgröße (90,-Wert) verschiedener Algenarten mit und ohne Zusätze. 


Die Konzentration der Zusätze betrug 5. 10—? mol. 
o ln mn mn En a ya mm 


Ringer» Acets Propyl» Buttersaures 
Algenart | lösung Glucose aldehyd aldehyd Natrium 


Chlorella 


1,0 5,0 32 2,2 8,7 
“Dedesmus Basiliensis 1,4 6,0 2,1 1,8 7,5 
e astrum Proboscideum 1,7 12,7 2,8 6,7 
„Cocens bacillaris . 1,4 6,2 1,4 2,7 
B -Udendoclonium A 1,0 1,0 1,6 2,1 1,0 
lense Haematococcus 

pè tialis GENEE 1,8 1,8 0,0 0,0 

selbe grün... . . 1,5 5,0 
Pens 


*) Siehe O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
30* 
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jungen, grünen Zellen sich genau wie die anderen Zellen verhielten, 
indem ihre Atmung von 1,5 auf 5,0 stieg. Genau wie der Einfluß des 
Zuckers verhielt sich auch der des buttersauren Natriums. Auch dieses 
wirkte in den beiden genannten Arten nicht, während es sonst überall 
steigerte. Eine Übersicht gibt die Tabelle V. 


Gärung der Algen. 


In Abwesenheit von Zucker zeigen die Chlorella und ebenso die 
anderen untersuchten Algen keine Kohlensäurebildung in Stickstoff 
und bicarbonathaltiger Ringerlösung. Bei Zusatz von Zucker aber 
erhält man eine während 24 Stunden konstante Gärung, deren Noo, 
Wert 1 bis 1,5 beträgt (s. Abb. 1). Die Kohlensáurebildung ist also etwa 


4-1 
[rn 
a a A 


Abb. 1. 
Atmung und Gärung von Chlorella. 
I. Atmung ohne Zusatz. 
II. Atmung in Glucoselósung. 
II. Gärung in Glucoselösung. 
Abszisse: Zeit in Stunden. 
Ordinate ` Kubikmillimeter CO. 


E 


von derselben Größenordnung wie bei der Atmung in mineralischer Lösung. 
Doch entspricht dies nur einem Energieumsatz von etwa 5% dieser 
Atmung. Die Gärung in Gegenwart der verschiedenen Zucker ist 
ähnlich, bei Galaktose vielleicht etwas kleiner. Der Vergleich des 
Einflusses der verschiedenen Zucker auf die Atmung einerseits, auf 


die Gärung in Stickstoff andererseits ergibt die in der folgenden Über- 
sicht enthaltenen Q-Werte. 
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Tabelle VI. 


Atmung und Gärung in 1% Zuckerlösung. 


Benutzter Zucker | Qo, in Luft Ob, 


Traubenzucker 7 
Fruchtzucker `... 1 
Mannose . . . à pool 

Galaktose. . . 2 2... 1 


Die Gärung beruht zum Teil auf der Bildung von Kohlensäure und 
Alkohol, zum Teil auf der Bildung fixer Säuren. 


Ein Beispiel für den Anteil der gebildeten und durch fixe Säuren 
ausgelriebenen Kohlensäure gibt der folgende Versuch Je 15 mg 
Algen pro Gefäß; 1% Traubenzuckerlösung, Ringerbicarbonat. 
Q, = 1,3. 

Tabelle VIa. 


Gebildete 


| cmm CO; | Kohlensäure an 


Versuchsdauer amtgárun 
i ¡[der Gesamtgá 
Std. | Totale Menge | Gebildete Menge so ds 


4,30 | 90 56 | 34 62 
130 86 47 65 


Die Gärung der anderen Algen ist von derselben Größenordnung 
We die der Chlorella, wie die nachfolgende Übersicht zeigt. 


Tabelle VII. 


2. II. ; , 11 
= N. | Scenedesmus | 8 
- UL A | 8 
ES N. ` Haematococcus rot | 11 
D Ñ grün 40 


Der Einfluß des Sauerstoffs auf die alkoholische Gärung der Hefe 

schwindet auch dann, wenn man die Atmung durch n/500 Blausäure 

"mit. In dieser Konzentration hemmt die Blausáure die Atmung 
Ee 


*) O. Meyerhof, diese Zeitschrift, a. a. O. 
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der Hefe in Zucker fast vollständig, die Gärung aber nur ganz wenig. 
Das Verhalten der Algen gegenüber Blausäure weicht von dem anderer 
Zellen ab. Nach O. Warburg wird die Atmung der Algen in mineralischer 
Lösung durch mittlere und selbst hohe Konzentrationen nur be- 
schleunigt, und erst n/10 KCN hemmt etwa 40%. Dagegen wird, 
wie Emerson!) fand, die normale Empfindlichkeit gegen Blausäure 
bei der Atmung in Zuckerlösung erreicht. 10”*n hemmt hier etwa 
60%. Meine Versuche bestätigen diese Befunde für Chlorella und die 
meisten anderen Algenarten. Dagegen fand ich eine Ausnahme. Die 
Atmung von Scenedesmus war schon in mineralischer Lösung gegen 
Blausäure sehr empfindlich und die Atmungshemmung bei dieser 
Algenart mit und ohne Zucker nahezu gleich, wie der folgende Versuch 
ergibt. 


Tabelle VIII. 


Atmungshemmung von Scenedesmus Basiliensis. 
(4. April 1927. Je 9mg Algensubstanz. Dauer 4 Stunden.) 


Hemmung 
Ro E Zuckerlósung 


9% 


Hemmung 
in Ringerlósung 
gd 


| Qo 


Mol. KC N-Konz. j 
in Ringerlösung 


Š in Zuckerlösung 


Danach hemmt 1.1074 KCN schon über 50 9%. 
Ein zweiter Versuch ist auf Abb. 2 dargestellt. 


Ferner zeigt sich, daß die Atmung der Chlorella nicht nur in Gegen- 
wart von Zucker, sondern auch von anderen spezifisch steigernden 
Substanzen gegen Blausäure empfindlich wird, so in Gegenwart von 
buttersaurem Natrium und Acetaldehyd. 


Mit 10=®n KCN ergibt sich z. B. das in der folgenden Tabelle IX 
aufgeführte Resultat. 


Auch bei hohen Blausäurekonzentrationen wird die Atmung in 
Gegenwart von Zucker niemals vollständig gehemmt, sondern es bleibt 
ein Atmungsrest bestehen etwa von der Größe der autotrophen Atmung. 
Dies spricht dafür, daß die gewöhnliche Atmung auch in Gegenwart 
von Zucker persistiert und daß die Zusatzatmung in Zucker nicht genau 


1) Journ. General Physiol., 1. c. S. 471. 
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Tabelle IX. 


Atmungshemmung der Chlorella in Gegenwart steigernder Substanzen 
durch 10—3 mol. Blausáure. 


Algen» | | 

Versuchs» p t 
Datum ' dauer en Zusatz | Lo, Ä Co, mi Hemmung 
1927 Std. eg ` %o 


28. II. : Acetaldehyd 
Buttersäure S 


Traubenzucker ¡| 5,0 


dieselben Eigenschaften besitzt wie jene. Eine solche Annahme wird 
besonders durch das Verhalten der Gärung in Gegenwart von Blausäure 
nahegelegt. Bei der Chlorella wie bei den anderen geprüften Algen 
tritt nämlich in Anwesenheit von 5.10”"!n KCN dieselbe Gärung 


S 
der Normalafmung 


3 


S 


Abb. 2. 


Atmungshemmung durch Blausäure bei Scenedesmus Basiliensis. 
x——X I. Verlauf der Atmungshemmung in 0,3%/,iger Traubenzuckerlösung, 
O ---- O Il. Verlauf der Atmungshemmung in 0,8% iger Ringerlösung. 

Abszisse: KCN+Konzentration in logarithmischem Maße. 
Ordinate: Oln N Atmung ohne Zusatz. 


auf wie in Stickstoff, obgleich noch eine Restatmung in der Größe der 
autotrophen Atmung fortbesteht. Dabei hemmt diese Konzentration 
KCN die anaerobe Gärung nicht. Das angegebene Resultat ersieht 
man aus der folgenden Übersicht. 


H 
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Tabelle X. 


Anaerobe Gärung sowie Gärung unter KCN-Einfluß im Vergleich zur Atmung. 
(KCN-Konzentration 5. 10—* n.) 


Vers Algens | 

Datum | um EE en Algen K RE E Kl ën, EN 

a mg Zucker KEN KCN CN 
14. M. 4 o | Chlorella 1,2 1,6 1,6 1,6 
16. IM. | 4 xs | a 13 | 15 | 1485| 14 
21. ID. 3 15 Coelastrum 3,3 21 24 2,1 
12. IN. | 2 11 A 3,3 3,1 3,8 | 3,1 
29. II. | 4 8 Scenedesmus 0,5 1,6 16 ' 2,6 
5.W.| 2 22 | Haematococcus 24 | 11 | 13 | 12 


Aus den Versuchen ergibt sich, daß z.B. bei Coelastrum eine 
persistierende Atmung mit dem Qo, Wert 3,3, die der Atmung ohne 
Zucker entspricht, gar keinen Einfluß auf die Gärung ausübt. 

Andererseits ist die Gärung gegen Narkotica ebenso empfindlich 
wie die Atmung, also ein Oberflächenvorgang. Beispielsweise beträgt 
die Atmung und Gärung in gesättigter Phenylurethanlösung: 


Qo, mit 1% Traubenzucker . .. . . .... . . +. o. 5,5 
Qo, do. mit Phenylurethan gesáttigt . . . . . . . +. . Bai 
OCH, mit Traubenzucker . . . soe . . . . . 2 00... 1,7 
OCH, do. mit Phenylurethan gesáttigt - . . . . 2 2.2... 0,33 
060, mit Traubenzucker und Phenylurethan gesättigt. . .0 


Aus diesen Versuchen kann man entnehmen, daß die ‚‚intra- 
molekulare Atmung‘ der Algen wesentlich die gleichen Eigenschaften 
besitzt wie die Gärung der Hefe und die Spaltungsvorgänge in tierischen 
Zellen: Der Prozeß wird durch oberflächenaktive Stoffe ebenso wie 
die Atmung gehemmt, dagegen durch Blausäure viel schwächer als 
diese. Die Gärung wird ferner durch die Sauerstoffatmung zum Ver- 
schwinden gebracht und ist daher nur nachweisbar entweder in Ab- 
wesenheit von Luft oder nach Hemmung der Atmung in Blausäure. 
Zum Unterschied von den übrigen Zellen besteht aber in Zuckerlösung 
ein blausäureresistenter Rest der Atmung fort, der etwa ebenso groß 
ist, wie die gegen Blausäure unempfindliche Atmung in mineralischer 
Lösung. Dieser Rest ist aber nicht imstande, die Gärung zu beein- 
flussen. Eine quantitative Bestimmung des Oxydationsquotienten ist 
andererseits nicht möglich, weil die Gärung im Vergleich zur Atmung 
zu klein ist. Auch ist ein spezifisch atmungssteigernder Einfluß der 
Gärprodukte nicht feststellbar, mit Ausnahme von Acetaldehyd. 
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Jedoch folgt aus der abnormen Größe des respiratorischen Quotienten 
von 1,26 in diesem Falle, daß in Gegenwart von Acetaldehyd eine 
Synthese stattfindet, die nicht zu Kohlehydrat, sondern zu sauerstoff- 
ärmeren Verbindungen führt, wie etwa höheren Fettsäuren. Atmungs- 
steigernd wirken ferner noch buttersaures Natrium und etwas geringer 
die Aminosäuren, insbesondere Alanin. Die durch Aldehyd und Butter- 
säure gesteigerte Atmung ist ähnlich blausäureempfindlich wie die in 
Zucker. Erst die Ausdehnung der Untersuchung auf stärker gärende 
Pflanzen wird lehren, ob auch der quantitative Zusammenhang zwischen 
Atmungs- und Spaltungsstoffwechsel bei den autotrophen Pflanzen 
mit dem der Hefe und Mikroorganismen übereinstimmt. 


Über den Stickstoffgehalt des Aspergillins. 


Von 
August Rippel und Kurt Walter. 


(Aus dem Institut für landwirtschaftliche Bakteriologie der Universität 
Göttingen.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1927.) 


Trotz der äußerst zahlreichen Untersuchungen, die sich mit dem 
klassischen Untersuchungsobjekt unter den Mikroorganismen — 
Aspergillus niger — befassen, hat man sich noch kaum mit dem Stoff 
beschäftigt, dem dieser Pilz seinen Artnamen „niger“ verdankt. 
Linossier!) nannte den (amorphen) Stoff, dem die schwarze Farbe 
der Sporen zuzuschreiben ist, ,, Aspergillin**. Erst Bortels?) hat sich 
wieder näher damit beschäftigt und hält ihn für ein Gemisch ver- 
schieden stark humifizierter Substanzen. Als wesentlich heben wir 
hier nur hervor, daß man drei Fraktionen feststellen kann: 1. eine 
alkohollösliche, 2. eine alkalilösliche, 3. eine absolut unlösliche, welche, 
wie die beiden genannten Autoren zeigten, durch Trocknen in der 
Richtung 1—3 ineinander übergehen. 

Uns interessierte nun der Stickstoffgehalt dieses Stoffes, weil er 
noch nicht bekannt ist; sodann aber — und dies war der eigentliche 
Zweck der mitzuteilenden Versuche — die Frage, ob der Stickstoff- 
gehalt der einzelnen Fraktionen der gleiche ist, und ob der Stickstoff- 
gehalt der einzelnen Fraktion sich mit der Höhe der Stickstoffversorgung 
ändert. Denn bei den Humusstoffen des Bodens richtet sich der Stick- 
stoffgehalt völlig nach dem Stickstoffgehalt des Ausgangsmaterials. 
Es mußte sich aus einer solchen Feststellung ein gewisser Anhaltspunkt 
dafür ergeben, wieweit man bei dem Aspergillin überhaupt mit einheit- 
lichen Stoffen rechnen kann. Wir wollen zunächst die Versuche be- 
schreiben. 

Es wurde folgende Nährlösung verwendet: Rohrzucker 10%,, KH,PO, 
0,1%, MgSO, 0,03% und 0,2 bzw. 2,0%, KNO, als geringe bzw. starke 
Stickstoffversorgung. Bei 10% Rohrzucker würde der Maximalertrag des 


1) @. Linossier, C. r. 112, 489, 1891. 
2) H. Bortels, diese Zeitschr. 182, 301, 1927. 
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Pilzes nach Versuchen von R. Meyer!) etwa bei 1% KNO, liegen, so daß 
wir also tatsächlich Unterernährung und Überernährung an Stickstoff 
zu erwarten hatten. Alkalinitrat mußte als Stickstoffquelle genommen 
werden als physiologisch alkalische N- Quelle, da nur in diesem Falle Sporen 
gebildet werden. Zur Kultur verwendeten wir je zwei große Doppelschalen 
von etwa 20 cm Durchmesser mit je 500 ccm Nährlösung. Geerntet wurde 
nach 10 (0,2% KNO,) bzw. 16 (2,0% KNO,) Tagen; es mußte nach ver- 
schiedener Zeit geerntet werden, um bei beiden ein möglichst gleiches 
Altersstadium (nach dem Augenschein geschätzt) zu verwenden. 

Um die Sporen zu gewinnen, verfuhren wir folgendermaßen: Es 
kommt nur ein Abschwemmen in Frage, da eine Gewinnung durch Ab- 
schaben usw. zu viele Hyphen mitreißen würde. Wir tauchten daher 
das vorher mit Wasser, ohne Benetzung der sporentragenden Oberfläche, 
gut ausgewaschene Mycel zuerst mit der sporentragenden Seite in 969%, 
Alkohol und drückten es dann mit diesem Alkohol aus, bis möglichst wenig 
Sporen noch entfernt werden konnten, ein Verfahren, das natürlich niemals 
quantitativ sein konnte, indem einerseits nicht alle Sporen gewonnen werden 
konnten, andererseits noch Stoffe aus dem Mycel in Lösung gehen konnten. 
Das rückständige Mycel wog lufttrocken (je zwei Schalen) bei 0,2%, KNO, 
13,5 g, bei 2,0% KNO, 20,5 g. 

Die braune alkoholische Flüssigkeit wurde durch Goochtiegel filtriert 
und ergab im Filtrat die alkohollösliche Fraktion. Der Rückstand wurde 
auf dem Goochtiegel in der Kälte mit 2%, Natronlauge digeriert und ab- 
gesaugt, was so lange wiederholt wurde, bis das Filtrat farblos ablief; das 
Filtrat ergab die alkalilösliche Fraktion. Der Rückstand wurde nach dem 
Waschen mit Wasser getrocknet und gewogen. 

Die alkalilösliche Fraktion wurde mit Salzsäure gefällt, abfiltriert, 
ausgewaschen, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Sie 
fiel durch die Säure nicht völlig aus; die Flüssigkeit blieb etwas bräunlich; 
doch konnte es sich, bei der intensiven Färbung des Stoffes, nur um sehr 
geringe zu vernachlässigende Mengen handeln. Die alkohollösliche Fraktion 
wurde zuerst etwas auf dem Wasserbad, dann weiter an der Luft bis zur 
Trockne eingedunstet. Der braune Rückstand war, entsprechend den oben 
erwähnten Angaben, nicht mehr völlig in Alkohol löslich. Er wurde in 
Natronlauge gelöst und mit Salzsäure gefällt, was momentan und quantitativ 
geschah (die Flüssigkeit blieb nur schwach gelblich), ausgewaschen, bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Bei der Kultur auf 2,0% 
KNO, stand die eingedunstete Alkoholfraktion 3 Wochen (über die 
Weihnachtsferien), der Rückstand war nunmehr auch in Natronlauge nicht 
mehr völlig löslich. Es handelte sich jedoch nur um eine geringe un- 
lösliche Menge, die wir mit der übrigen vereinigten. 


Über die Menge und den gasvolumetrisch bestimmten Stickstoff- 


gehalt (Mittel aus je zwei übereinstimmenden Analysen) gibt folgende 
Übersicht Auskunft: 


Leena N acacia | Alkalilöslich | Unlöslich 
la a Te 
KR, . .% ol 02 SR 2,0 E loa | 20 ` 
SE .. H 0.281 0, 224 o. Gi o 137 o. E 0, 375 
Nee 0% | 322 3.36 472 453 E 3.49 5.01 


1) R. Meyer, Zeitschr. f. AEA A. 8, 121, 1926. 


476 A. Rippel u. K. Walter: 


Hierbei muß nun von der unlöslichen Fraktion abgesehen werden; 
denn in ihr finden sich ja außer dem unlöslichen Aspergillin auch die 
sonstigen unlöslichen Sporenstoffe, wie Membranen usw., außerdem 
dürfte die hohe Zahl der 0,2-Kultur aus einem nicht erkennbaren Grunde 
zu hoch sein, entsprechend wohl auch die Stickstoffzahl zu niedrig. 

Betrachten wir nun die beiden anderen Fraktionen, so ist sehr 
auffallend, daß sowohl absolute Mengen wie auch der Stickstoffprozent- 
gehalt in beiden Fällen gleich sind, also bei unter- und überoptimaler 
Stickstoffversorgung, so daß man also wohl annehmen darf, daß die 
Bildung des Aspergillins einen chemisch einheitlichen Vorgang darstellt. 

Was besagen nun diese Zahlen weiter? Wenn, wie oben schon 
erwähnt wurde, die einzelnen Fraktionen in der Richtung 1—3 durch 
Trocknen ineinander übergehen, so läge zunächst die Vermutung einer 
weiteren chemischen Veränderung der Alkalifraktion gegenüber der 
Alkoholfraktion nahe, durch die der Stickstoffprozentgehalt erhöht 
würde. Dem würde auch der Befund Adlers!) entsprechen, wonach 
bei der künstlichen Herstellung von alkaliunlöslichem Melanin aus 
alkalilöslicher Melaninsäure, die wiederum aus Tyrosin hergestellt 
wurde, der Stickstoffgehalt anstiege. Wir können jedoch nicht ohne 
weiteres eine derartige Annahme machen, denn es ist durchaus möglich, 
daß in die alkalilösliche Fraktion Eiweißstoffe aus den Sporen hinein- 
gelangt sind, welche den Stickstoffgehalt heraufdrücken. Bei diesem 
amorphen Stoff fehlt aber einstweilen jedes Reinheitskriterium; und 
jedenfalls würde eine Trennung von Eiweißstoffen nicht ganz einfach sein. 

Daraus ginge aber weiter hervor, daß der ‚wirkliche‘ Stickstoff- 
gehalt des Aspergillins, falls dieses überhaupt ein einheitlicher, in seinen 
einzelnen Fraktionen nur durch kolloidchemische Eigenschaften ver- 
schiedener Stoff ist, demjenigen der Alkoholfraktion nahe liegt. Ob 
er noch niedriger ist, würde davon abhängen, ob in diese Fraktion 
noch andere alkohollösliche Stickstoffverbindungen hineingekommen 
sind, was wir jetzt nicht entscheiden können. 

Noch ein weiteres scheint aus diesen Zahlen hervorzugehen: Es 
kann nämlich die Bildung des Aspergillins nicht ohne weiteres etwa 
mit einer Melaninbildung aus Tyrosin etwas zu tun haben; denn hierbei 
hat man [Oppenheimer!), Adler?)] im Melanin nur wenig niedrigeren, 
denselben oder höheren Stickstoffgehalt gefunden wie im Ausgangs- 
material’). Es ist damit selbstverstándlich noch nicht gesagt, daß der 
Bildungsmechanismus von Aspergillin und Melanin nicht in Teilvor- 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., S. 1810. Leipzig, G. Thieme, 
1926. 

2) O. Adler, diese Zeitschr. 141, 304, 1923. 

3) Abderhalden hat übrigens in Aspergillus niger kein Tyrosin gefunden 
(E. Abderhalden und P. Rona, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 179, 1905). 
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gängen gleich sein könnte; aber er kann natürlich nicht völlig identisch 
sein. Wir hoffen, später weitere Beiträge zur Entstehung des Aspergillins 
liefern zu können. 


Im Anschluß an die vorstehenden Ausführungen mag noch kurz auf 
den Stickstoffgehalt eines aus der Aspergillus-Kulturflüssigkeit ausgefällten 
„Humin‘-Präparats mitgeteilt werden. Es wurde aus einer KNO, als 
Stickstoffquelle enthaltenden Nährlösung gewonnen, die mehrere Wochen 
alt und tief rotbraun verfärbt war (sie diente zur Gewinnung des von 
Bortels (l. c.) erwähnten Farbstoffs). Die braune Verfärbung der Kultur- 
flüssigkeit zeigte an, daß aller Zucker verbraucht und kräftig Autolyse 
eingetreten war. Die Kulturflüssigkeit wurde klar filtriert und mit Salz- 
säure versetzt, wobei ein braunflockiger „humin‘artiger Niederschlag 
ausfiel. Dieser wurde abfiltriert, in Natronlauge gelöst und wiederum mit 
Salzsäure gefällt. Dieses Präparat ergab einen Stickstoffgehalt von 7,12%. 
Es ist also ein Stickstoffgehalt, der von dem des Tyrosins nicht sehr ver- 
schieden ist, so daß hier also eine unmittelbare Entstehung daraus an- 
genommen werden könnte; denn die braune Verfärbung der den Stoff 
enthaltenden Kulturflüssigkeit tritt erst mit Beginn der Eiweißhydrolyse 
ein. (Über diese Vorgänge wird später von anderer Seite eingehender 
berichtet werden.) Da man aber nicht wissen kann, was für Stoffe sonst 
noch aus der Kulturflüssigkeit durch die Salzsäure abgeschieden bzw. von 
dem Niederschlag adsorbiert worden sind, so läßt sich dieser Schluß natürlich 
nicht ziehen. Ebensowenig läßt sich zurzeit erkennen, ob dieser Stoff der 
Kulturflüssigkeit mit dem Aspergillin identisch oder wenigstens verwandt 
oder von ihm gänzlich verschieden ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurde der Stickstoffgehalt des schwarzen Sporenfarbstoffs von 
Aspergillus niger (des ,,Aspergillins* Linossiers) untersucht und bei 
unter- und überoptimaler Stickstoffversorgung gleich gefunden, ver- 
schieden allerdings bei den einzelnen Fraktionen. Die alkohollösliche 
Fraktion enthielt 3,3%, die alkalilösliche etwa 1°, mehr. Es kann 
aber nicht gesagt werden, ob es sich bei diesem Unterschied zwischen 
den einzelnen Fraktionen um eine chemische Veränderung oder um 
Verunreinigungen handelt. Jedenfalls aber zeigte die Gleichheit des 
Stickstoffgehalts der entsprechenden Fraktionen bei sehr verschiedener 
Stickstoffernährung, daß es sich bei der Bildung des Aspergillins um 
einheitliche chemische Vorgänge handeln dürfte, nicht um ein zufälliges 
Gemisch von Stoffen, etwa wie es bei der Humusbildung der Fall zu 
sein scheint. 


¡Vitalfárbung und Adsorption. 
Von 
Hans Adolf Krebs und David Nachmansohn. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universität 
Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Ausgangspunkt der Arbeit. 


Nach Versuchen von H. Freundlich und A. Poser!)?) adsorbieren 
Bolus (= Kaolin) und Fasertonerde eine Reihe basischer Farbstoffe 
in der gleichen Folge, und zwar lautet diese 


Chrysoidin > Malachitgrün > Auramin > Methylenblau > Methylgrün. 


Vergleichen wir mit dieser Reihe das Vitalfärbungsvermögen der- 
selben Farbstoffe nach Versuchen von E. Nirenstein?) (Tabelle I), so 
finden wir zwischen Adsorbierbarkeit und Vitalfärbungsvermögen der 
Farbstoffe einen auffallenden Parallelismus. Von dieser Tatsache 
ausgehend, haben wir Adsorption und Vitalfärbungsvermögen einer 
Reihe weiterer Farbstoffe gemessen und auch bei diesen einen Paralle- 
lismus gefunden‘). 

Tabelle I. 


Vergleich der Aufnahme von basischen Farbstoffen durch lebende Para- 
maecien (nach Versuchen von Nirenstein) mit ihrer Aufnahme durch 
Bolus und Fasertonerde (nach Versuchen von Freundlich und Poser). 


j! ¡ Von 1g Adsorbens aufgenommene Farbstoff» 
| Vitalfá | menge in Mikromolen bei einer Konzentration 
e italfärbende en von 1 Mikromol in der Lösung nach Freundlich 
Farbstoff ‚renzkonzentration fir ` und Poser 
| Paramaecien nach 
EES i Adsorption an Bolus Adsorption an Faser» 
| alba tonerde 
Methylerün . . 1 6000. 23,9 4,37 
Methylenblau . . 1: 30000 25.7 5,42 
Auramin. ... 1: 125000 38,8 9,68 
Malachitgrün . . 1: 600.000 49,7 32,1 
Chrysoidin . . . 1:15090090 | 59,8 94,4 


1) H. Freundlich und A. Poser, Kolloidchem. Beih. 6, 297, 1914. 

2) H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., S. 284. 

3) E. Nirenstein, Pilügers Arch. f. d. ges. Physiol. 179, 233, 1920. 

1) Vgl. die Literatur über Vitalfárbung und Adsorption bei R. Höber, 
Physik. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe, 6. Aufl., besonders S. 554ff. 
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Als Adsorbens wählten wir für unsere Versuche Kaolin (Aluminium- 
silikat) von Kahlbaum, als Vitalfärbungsobjekt, wie Nirenstein, Para- 
maecium caudatum. Was nun Adsorbierbarkeit und Vitalfärbungs- 
vermögen der basischen Farbstoffe anbetrifft, so weiß man schon, daß 
sie alle sowohl von Kaolin!) als auch von lebenden Paramaecien gut 
aufgenommen worden?). Aus Tabelle I ist bereits zu ersehen, daß 
quantitativen Unterschieden der Adsorbierbarkeit auch Unterschiede 
des Vitalfärbungsvermögens entsprechen. 


Die sauren Farbstoffe dagegen werden nach den Angaben von 
Freundlich und Poser sowie von Michaelis und Rona!) u. a. im all- 
gemeinen von Kaolin nicht adsorbiert, wohl aber färben eine Anzahl 
von ihnen, wie Nirenstein fand, Paramaecien vital. So mußte also 
zunächst untersucht werden, ob und in welchem Maße die sauren 
Vitalfarbstoffe an Kaolin adsorbierbar sind?). 


II. Messung der Adsorption der Farbstoffe. 


Eine gewogene Menge Kaolin wurde zu 50 ccm Farbstofflösung von 
bekannter Konzentration hinzugegeben. Dann wurde 30 Minuten lang bei 
Zimmertemperatur in der Schüttelmaschine geschüttelt. Wir haben uns 
davon überzeugt, daß innerhalb dieser Zeit Adsorptionsgleichgewicht 
eintrat. Nach dem Schütteln zentrifugierten wir das Kaolin ab und be- 
stimmten die Farbstoffkonzentration in der Lösung mit dem Chromo- 
photometer von Plesch. 


Die Konzentration des Farbstoffs in der Lösung nach Einstellung 
des Adsorptionsgleichgewichts (c) drücken wir aus in Milligramm 
Farbstoff pro 100 cem Lösung®), die adsorbierten Farbstoffmengen (x) 
in Milligramm aufgenommenen Farbstoffs pro Gramm Adsorbens. 
Von jedem der Farbstoffe — soweit sie überhaupt meßbar adsorbiert 
wurden — haben wir mindestens drei zusammengehörige Wertepaare 
von c und x gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle II und Abb. 1 
und 2 wiedergegeben. 


Aus Tabelle II und den Abb. 1 und 2 geht hervor, daß die Ad- 
sorbierbarkeit der untersuchten sauren Farbstoffe an Kaolin sehr 
verschieden ist. Azorubin S, Chromotrop 8B, Ponceau 5R, Naphthol- 
gelb und Uranin werden unter den gewählten Versuchsbedingungen 
überhaupt nicht meBbar adsorbiert. Stark adsorbiert werden von den 


1) Z.B. L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 97, 57, 1919. 

2) E. Nirenstein, Le 

3) Der J.-G.-Farbenindustrie-Aktiengesellschaft danken wir auch hier 
für die Überlassung der Farbstoffe. 

t) Auf die Angabe der Molarität müssen wir verzichten, da unsere 
Farbstoffe technische Präparate mit erheblichen verunreinigenden Bei- 
mengungen waren. 
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Tabelle IT. 
Adsorption von sauren Teerfarbstoffen durch Kaolin. 
a D Pao $ 
EK $3 35 
EE Yes EL 
Farbstoff Sva 258% Farbstoff ¡ua ES 
Belg Cd) 
25% Se E87 gE 
eS 85% TE SEL 
| Peer i SECH 
A. Azofarbsloffe. | B. Triphenylmethan- ` ` 
0,22 | 1,56 farbstoffe. | 
Tuchscharlach G (Kalle) e Së Säureviolett 4 B extra | ETA GE 
| 40 | 80 (Bayer) 313 6,70 
24 | 7,9 0,30 2.23 
Toluylenorange G (Agfa) | 3,2 |13,8 Shureviolor7B(BASE, | 2,75 3.58 
3,8 120,4 \ 8,00 |542 
0,98 | 1,84 1,40 | 1,00 
Benzoazurin G (Agfa) - | 3,90 | 2,94 | Echtgrún extra (Bayer) - | 2,30 | 2,40 
Ä 14,50 | 2,80 : 4,10 | 4,90 
1,69 | 1,68 i 1,75 | 1,55 
Echtrot A (Bayer) - - - | 3,12; 2,87 | Guineagrún (Agfa) - - -i 3,80 | 2.90 
"10,50. 4,60 | | 830 | 5.50 
0,75 | 0,422] <. e 1,44 | 0,49 
Brillantorange R (Hóchst) | 2,32 | 0,477 A A | 340 | 0,81 
: 4,66 | 0,987 j 8,00 | 0,84 
J! 056 0,17 Ä 4,00 | 0,59 
Trypanblau (Grübler)- - | 1,69 | 0,41 | Wollgrün S (B. A.S. F.) | 7,50 | 1,10 
|! 412! 0,44 15.39 . 2.00 
1,87 | 0,30 | Patentblau V superfein 
Orange IIB (Bayer) - - d 4,25 | 0,38 (Höchst) . ..... 925 0,13 
9,00 | 0,48 
2,05 | 0,23 C. Nitrofarbstoff. | | 
Orange IV (Bayer)- - - 13 Naphtholgelb (Agfa) . . 110,0 :0 
54 | 730 
Azorubin S (Agfa) RR 10,0 0 D. Phthaleinfarbstoff. | 
Chromotrop 8B (Höchst) 10,0 | 0 Uranin (Kahlbaum) . . :10,0 0 
Ponceau 5 R (Höchst) . . 110,0 | 0 |i | 


Azofarbstoffen besonders Tuchscharlach G, Toluylenorange G, Benzo- 
azurin G und Echtrot A, von den Triphenylmethanfarbstoffen be- 
sonders Sáureviolett 4B extra, Echtgrün, Sáureviolett 7B und 
Guineagrün. 

Die x—c-Kurven zeigen großenteils. anomale Adsorptionsverhältnisse. 
Die log x— log c-Kurven!) sind bei Tuchscharlach G, Toluylenorange, 
Orange IV, Sáureviolett 4B extra, Sáuraviolett 7B, Echtgrün extra, 
Guineagrün und Wollgrün S gerade Linien. Bei den Farbstoffen Benzo- 
azurin G, Trypanblau, Orange IIB tritt eine Sättigung der Kaolinober- 
fläche ein. Bei mehreren Triphenylmethanfarbstoffen (z. B. Guineagrün. 
Wollgrün S) verläuft die z—c-Kurve nahezu geradlinig; hier erfolgt also 


1) Diese Kurven sind hier nicht wiedergegeben. 
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die Verteilung des Farbstoffs zwischen Lösungsmittel und Adsorbens wie 
zwischen zwei Lösungsmitteln, wo das Henrysche Gesetz gültig ist!). Auf- 
fällig ist die Kurve des Orange IV: mit zunehmender Konzentration nimmt 
— in dem untersuchten Konzentrationsbereich — die Adsorption zu. Die 
Ursachen dieser anomalen Adsorptionen soll hier nicht erörtert werden °). 


Lei PA = 
/ Le eh 


m9) o 


@dsorbens adsorbierter Farbstoff (\ 


ze an 
NEN 


£ 
`~ 


4 
eegent ie des Farbstoffs e Se Lösung (mg %j) 
Abb. 1. Adsorption von sauren Azofarbstoffen durch Kaolin. 


7 3 4 
c (Honzentratían des Faröstoffs in der Lösung (mg %) 
— ^b. 2. Adsorption von sauren Triphenylmethanfarbstoffen durch Kaolin. 


) Vgl. hierzu K.H. Meyer, Naturwissenschaften 15, 129, 1927. 
Seite Vgl. H.Freundlich, Kapillarchemie; ferner besonders H. Marc, 
Stei ar. f. physikal. Chem. 75, 710, 1911; 81, 641, 1913; W. Bilz und 

ner, Kolloidzeitschr. 7, 113, 1910. 
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Da die Adsorptionskurven der verschiedenen Farbstoffe nicht 
affine!) Kurven sind, kann man nur mit Einschränkungen davon 
sprechen, daß ein Farbstoff besser oder schlechter adsorbierbar ist 
als ein anderer. So wird beispielsweise bei der Konzentration 1 mg-% 
in der Lösung Benzoazurin G stärker, bei der Konzentration 5 mg-%, 
jedoch schwächer adsorbiert als Orange IV. 


III. Messung des Vitalfärbungsvermögens. 


Als Maß für das Vitalfärbungsvermögen benutzten wir die Be- 
stimmung der kleinsten Farbstoffkonzentration der Lösung, die inner- 
halb 20 Stunden eine sichtbare Farbstoffablagerung in den lebenden 
Paramaecien — gleichgültig ob „Diffusfärbung‘“ oder „Granulafärbung‘“ 
— erzeugt. Mit Nirenstein bezeichnen wir diese Konzentration als 
„Grenzkonzentration‘“ der Vitalfárbung. Wir bestimmten die Grenz- 
konzentration mit einer Genauigkeit von etwa 25%. Die Resultate 
der Messungen sind in der Tabelle III enthalten. 

Unsere Werte für die Grenzkonzentration liegen bei kleineren Farbstoff- 
konzentrationen als die Nirensteinschen Zahlen. In einer Reihe von Fällen 
mag dies darauf beruhen, daß Nirenstein die Farbstoffe kürzere Zeit ein- 
wirken ließ als wir: in anderen sind jedoch die Differenzen zwischen unseren 
Befunden und den Nirensteinschen Angaben nicht durch Unterschiede der 
Versuchsanordnung zu erklären, beispielsweise beim Benzoazurin G. Bei 
Nirenstein fürbt Benzoazurin G Paramaecien gar nicht vital, während 


wir noch bei einer Konzentration 1: 100000 eine starke vitale Granula- 
färbung beobachteten. 


IV. Vergleich der Aufnahme der Farbstoffe durch Kaolin mit ihrer Aufnahme 
durch lebende Paramaecien. 


Die Aufnahme der von uns untersuchten 20 sauren Farbstoffe 
durch Kaolin, verglichen mit ihrer Aufnahme durch lebende Paramaecien 
(vgl. Tabelle 111), ergibt einen ebensolchen Parallelismus, wie er nach 
Tabelle I bei den basischen Farbstoffen vorliegt. Die fünf Farbstoffe 
Azorubin S, Chromotrop 8 B, Ponceau 5 R, Uranin und Naphtholgelb, 
die nicht in nachweisbaren Mengen in die Paramaecien eindringen?), 
werden auch von Kaolin unter den gegebenen Bedingungen nicht 
mebbar adsorbiert. Umgekehrt werden sämtliche vitalfärbenden 
Farbstoffe auch von Kaolin aufgenommen. 


Die sauren Triphenylmethanfarbstoffe werden im allgemeinen — 
‚bei gleicher Adsorbierbarkeit durch Kaolin — weniger gut von Para- 
maecien aufgenommen als Azofarbstoffe. Ordnet man aber Azofarb- 


1) Siehe W. Mecklenburg, Zeitschr. f. physikal. Chem. 83, 609, 1913. 
2) Die höchste von uns angewandte Farbstoffkonzentration war bei 
diesen fünf Farbstoffen 1: 400. 
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Tabelle III. 


Vergleich der Aufnahme von sauren Farbstoffen durch lebende Paramaecien 
mit ihrer Aufnahme durch Kaolin. 


Grenzkonzen» | Art der Vital» dE 


tration derVital- färbun menge (in mg)”) bei der 
Farbstoff me edel * || Farbstoffkonzentration 
auf 1 Teil G = Granulas | in der Lösung 
Farbstoff) färbung) i 1 mg 3 mg-/o 
| 
A. Azofarbstoffe. 
Tuchscharlach G. . . ... 300 000 D 3,6 6,8 
Toluylmorange. .. . . . . 100 000 D 3,2 12,0 
Benzoazurin G. . . 22... | 100 000 G 1,9 2,8 
Echtrot A. 2. 2 22 2 2. 60 000 D 1,1 2,8 
Brillantorange `... 25 000 D 0,4 0,8 
Orange IB... 2.2... 12 000 D 0,2 0,4 
Orange IV. . 7 000 D 0,0 1,0 
Trypanblau `... 4 000 G 0,3 0,4 
oneu5R... 2.2.2... — — 0 0 
Åzorubin S oo 2220 — — 0 0 
Chromotrop 8B `, — — 0 0 
B. Triphenylmethanfarbstoffe. 
Echtgrün extra ...... 30 000 D 3,1 
Säureviolett 4 B extra 25 000 G 6,6 
Wneagrün . . 2.220 .. 20 000 D 2,4 
Säureviolett B BN... . . 20 000 G 0,7 
Säureviolett 7B `... 12 000 G 3,7 
Wolgrin $ `. 12 000 G 0,4 
Patentblau Vo 4 000 D 0 
C. Nitrofarbstoff. 
Naphtholgelb |... 0 
D. Phthaleinfarbstoff. 
FA. Be co dd — 0 


°) Die Zahlen sind der graphischen Darstellung (Abb. I und 2) entnommen. 


stoffe und Triphenylmethanfarbstoffe gesondert einmal nach ihrem 
Vitalfärbungsvermögen und zweitens nach ihrer Aufnahmefähigkeit 
durch Kaolin (vgl. die Zahlen der Spalten 2 und 4 in Tabelle III), so 
fin et man innerhalb der Azofarbstoffe eine nahezu vollständige, 
Innerhalb der Triphenylmethanfarbstoffe eine weitgehende Über- 
nstimmung der beiden Reihen!). Die größere Deutlichkeit des 
Parallelismus bei den Azofarbstoffen gegenüber den Triphenylmethan- 
arbstoffen erklärt sich aus der Tatsache, daß die Unterschiede im 
Fragen, 


F ) Da, wie oben erwähnt, die Adsorptionskurven der verschiedenen 
Arbstoffe nicht affine Kurven sind, so ist die Reihenfolge der Farbstoffe 
lich et nach der Aufnahme durch Kaolin eine etwas — nicht sehr wesent- 
für — verschiedene, je nachdem welcher Abszissenwert der Kurven 1 und 2 
den Vergleich der Ordinatenwerte gewählt wird. 


31* 
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Vitalfärbungsvermögen bei den Azofarbstoffen beträchtlich, bei den 
Triphenylmethanfarbstoffen aber nur unwesentlich sind. 

Der Parallelismus zwischen Vitalfärbungsvermögen der Farbstoffe 
und ihrer Adsorbierbarkeit durch Kaolin ist nach unseren Versuchsergeb- 
nissen noch weitgehender als der von Nirenstein gefundene Parallelismus 
zwischen Vitalfärbungsvermögen und der Aufnahme durch das Diamyl- 
aminölsäuregemisch!). Es liegt nun gar kein Grund vor, bei der Er- 
klärung des Vitalfärbungsvermögens der Farbstoffe ihre Fähigkeit 
der ‚Lipoidlöslichkeit“ zu bevorzugen. Die Nirensteinsche Lipoid- 
theorie der Paramaecienvitalfärbung?) ist daher zu verlassen. Aus der 
Tatsache, daß chemisch so verschiedenartige Stoffe wie Kaolin, das 
Nirensteinsche Gemisch und Paramaecienprotoplasma Farbstoffe in 
ähnlicher Reihenfolge aufnehmen?), folgern wir, daß bei der Bindung 
der Farbstoffe an alle diese Körper ein unspezifischer Oberfláchen- 
prozeß, eine Adsorption, die Hauptrolle spielt. Denn Adsorptionen 
sind innerhalb gewisser Grenzen?) von der chemischen Natur des 
Adsorbens unabhängig. 


1) Ein Farbstoff, bei dem das Nirensteinsche Gemisch gänzlich versagt, 
ist Benzoazurin G. Benzoazurin G wird nach Nirenstein (was wir bestätigen 
können) von dem Ölgemisch nicht aufgenommen, während der Farbstoff 
Paramaecien (wie wir im Gegensatz zu Nirenstein finden) noch in hoher 
Verdünnung (1: 100000) vital färbt. 

2) Was die Vitalfärbung anderer Zellen anbetrifft, so verhalten sich 
nach Versuchen von T. Seo (Pflügers Arch. 201, 603, 1923) rote Blut- 
körperchen des Rindes, Darmepithelien des Frosches und das Infusor 
Opalina ähnlich Paramaecien, anders verhalten sich eine Reihe von pflanz- 
lichen Zellen (Collander, Jahrber. f. wissenschaftl. Botanik 60. 354, 1921) 

3) Auch bei der Aufnahme verschiedener basischer Farbstoffe durch 
Lecithinxylol, die v. AMöllendorff gemessen hat (Arch. f. mikr. Anat. 90, 
503, 1918), findet man eine ähnliche Reihenfolge, wie sie nach Tabelle I 
für die Adsorption an Bolus und Tonerde und für die Paramaecienvital- 
färbung gefunden ist, ferner auch bei der Adsorption der Farbstoffe durch 
Kohle (Freundlich und Poser, 1. c.). 

1) Vgl. hierzu H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., S. 233; 
L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 102, 268, 1920. 


Über die Verwendung von Chromatlösungen 
als Vergleichslösungen bei kolorimetrischen Messungen. 


Von 
Holger Jorgensen. 


(Mitteilung vom Laboratorium der A.-G. Dansk Gaerings-Industri, 
Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 6. Mai 1927.) 


Infolge ihrer gelben bis rotgelben Farbe lassen sich Alkalichromat- 
und Alkalibichromatlösungen oft als Vergleichslösungen bei kolori 
metrischen Messungen anwenden. 


Willstätter und Stoll!) haben so z. B. Lösungen von Kaliumbichromat 
als Vergleichslösungen bei der Bestimmung von Carotin und Xanthophyll 
benutzt. In der Ölindustrie werden Bichromatlösungen bei der Bestimmung 
der Farbe von fetten Ölen angewandt. B. Lampe?) hat vorgeschlagen, 
Lösungen von Kaliumbichromat (und Kobaltnitrat) als Vergleichslösungen 
bei der Bestimmung der Farbe der Bierwürze und des Bieres zu verwenden. 
L. W. Winkler?) wendet Kaliumchromatlösungen als Vergleichslösungen 
bei einer kolorimetrischen Kieselsäurebestimmung an. 


Es sind auch verschiedene Vorschläge gemacht worden, Chromat- 
lösungen als Vergleichslösungen bei den kolorimetrischen Bestimmungen 
von pm als sogenannte ‚Dauerreihen‘‘ zu verwenden. 


Windisch, Dietrich und Kolbach*) haben so z. B. Lösungen von K,CrO, 
und K,Cr,O, in Wasser als „Ersatzdauerreihen‘“ für verschiedene Nitro- 
und Dinitrophenole angewandt. (Die bei Michaelis’ bekannten Methoden 
angewandten Indikatoren.) I. M. Kolthoff5) hat Chromat- und Bichromat- 
lösungen in ähnlieher Weise angewandt. 


1) Willstätter und Stoll, Untersuchungen über die Assimilation der 
Kohlensäure, S. 25. Berlin 1918. 

2) Wochenschr. f. Brauerei 39, 235, 1922. 

3) Siehe Lunge-Berl, Untersuchungsmethoden, 7. Aufl., 1, 502, 1921. 

4) Wochenschr. f. Brauerei 39, 79, 1922. 

5) Der Gebrauch von Farbindikatoren, 3. Aufl., S. 167. Berlin, Julius 
Springer, 1926; siehe auch A. Janke und St. Kropacsy, diese Zeitschr. 174, 
127, 1926. | ; 
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Zur Untersuchung der Farbe des Weizenmehls hat in den letzten 
Jahren die sogenannte Gasolinmethode viel Anwendung gefunden, 
besonders in Amerika. Nach dieser ausgezeichneten Methode, die 
zuerst von Winton!) beschrieben worden ist, wird das Mehl unter 
bestimmten Bedingungen mit farblosem Benzin ausgezogen. Die 
Farbe des dadurch entstandenen Benzinextraktes wird dann mit der 
Farbe einer Kaliumchromatlösung verglichen. Winton braucht eine 
0,005 % Lösung in Wasser. 

Bei Arbeiten, die der Verfasser zurzeit mit Untersuchungen der 
Farbe von Weizenmehl vornimmt, bin ich gelegentlich Unterredungen 
mit anderen, die mit dieser Gasolinmethode gearbeitet haben, darauf 
aufmerksam geworden, daß, während Winton eine dünne Chromal- 
lösung als Vergleichslösung vorzieht, andere der Ansicht sind, daß 
dünne Bichromatlösungen besser sind, da der ganz schwach rötliche 
Ton dieser Lösungen besser zu den Farbentönen zu passen scheint, die 
die Benzinextrakte vom Mehl haben. Diese fehlende Übereinstimmung, 
welchen von den beiden Stoffen, Kaliumchromat oder Kaliumbichromat 
man bei diesen Farbenbestimmungen anwenden sollte, hat mich ver- 
anlaßt, eine ganz kurze Untersuchung vorzunehmen, worüber ich hier 
gern berichten möchte. 

I. 


Es würde zu weit führen, hier von den zahlreichen Untersuchungen 
zu berichten, die im Laufe der Jahre vorgenommen sind, um zu kon- 
statieren, welche Konstitution wässerige Lösungen von Chromsäure 
und Chromaten haben. Ich will diesbezüglich auf die ausführliche, 
kritische Übersicht verweisen, die J. Koppel über diese Untersuchungen 
in Abegg-Auerbachs Handbuch der anorganischen Chemie?) gegeben 
hat, und ferner auf die späteren Mitteilungen von N. R. Dhar?), Auer- 
bach‘) und Britton®). Die Ansichten der verschiedenen Forscher stimmen 
noch nicht ganz überein. 

Wenn man die Resultate dieser vielen Untersuchungen kurz zu- 
sammenfassen wollte, müßte dies, finde ich, in folgenden fünf Punkten 
geschehen: 

l. Bei Lösungen von Chromsáure, Chromaten und Bichromaten 
muß man, wenn man von den konzentrierten Lösungen absieht, mit 
dem Vorhandensein folgender chromhaltigen Ionen rechnen: 


HCrO,, CrO/, HCr¿0, und Cr,O 


1) Bulletin 137 von U. S. Department of Agriculture (Bureau of 
Chemistry) 1911, S. 144. 

2) Abegg-Auerbachs Handb. d. anorgan. Chem. 4, 1. Leipzig 1921. 

3) Zeitschr. f. allgemein. u. anorgan. Chem. 121, 99, 1922. 

4) Ebendaselbst 126, 54, 1923. 

5) Journ. chem. Soc. (London) 125, 1572, 1924. 
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2. Das Verhältnis zwischen den vorhandenen Mengen HCrO, und 
CrO, hängt von der Wasserstoffionenkonzentration (pa) in der Lösung ab. 


3. Das Verhältnis zwischen den vorhandenen Mengen HCr,O, und 
Cr,0, ist ebenfalls von dem px in der Lösung abhängig. 


4. Das Verhältnis zwischen den vorhandenen Mengen CrO% und 
HCrO, ist dagegen von der Verdünnung der Lösung abhängig (Cr,07 
+ H0 —> 2 HCrO,). 

5. Die Säure!) HCrO, ist schwach. Die Dissoziationskonstante 
liegt zwischen 107% und 1077. 

Diese Ionen haben nun verschiedene Farben: Cr o; ist gelb, und die 
anderen sind vermeintlich rot oder rotgelb. Aus der vorstehend ge- 
gebenen kurzen Übersicht ist ersichtlich, daß außer der Verdünnung 
auch das pa eine entscheidende Rolle betreffs der Größe des Mengen- 
verhältnisses zwischen diesen Ionen spielt. Dies bedeutet wiederum, 
daß Lösungen von Chromaten und Bichromaten als Lösungen von Wasser- 
stoffionenindikatoren anzusehen sind. 


Diese Auffassung der Chromat- und Bichromatlösungen als In- 
dikatoren liegt ja implizite in den vorerwähnten Untersuchungs- 
resultaten, aber ich habe sie vorher noch nie angeführt gesehen. 


Davon, daß Chromat- und Bichromatlösungen wirklich Wasser- 
stoffionenindikatoren sind, kann man sich leicht durch einfache Ver- 
suche überzeugen. 


Versuch 1. 


Es wurden von Serensens bekannten Phosphatmischungen ?) sieben 
hergestellt, nämlich: 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5, 8 und 9,5 „Sekundär“. 

Man gab 10 ccm von jeder dieser Pufferlösungen mittels Pipetten in 
sieben Reagenzgláser und setzte zu jedem der Gläser I ccm einer 2%, Lösung 
reiner K,Cr,O, in Wasser hinzu. Dadurch entstand in den sienen Gläsern 
ein hübscher Farbenübergang von rotgelb in den sauersten Lösungen bis 
zitronengelb in den am wenigsten sauren Lösungen. Es dauert einige Se- 
kunden, bis die Flüssigkeit der zuletzt erwähnten Lösungen die zitronengelbe 
Farbe annimmt. 


Die Messungen von pa in den Lösungen nach dem Zusetzen der 
Bichromatlösungen ergaben 4,85, 5,15, 5,45, 5,75, 6,60, 7,05 und 7,30 
(20°, elektrometrische Messung). 

Der schroffste Farbenübergang scheint zwischen pÍÓ=6 und 
pu = 7 zu liegen. 


1) Nach J. N. Brensted (Rec. Trav. chim. Pays-Bas 42, 718, 1923) 
ist es zweckmäßig, Stoffe, welche Wasserstoffionen abspalten, als Säuren zu 
definieren, ohne Rücksicht darauf, ob diese Stoffe elektrisch neutral oder 
elektrisch geladen sind. 

2) S. P. L. Serensen, Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 12, 437, 1912. 
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Versuch 2. 

Von denselben sieben Phosphatmischungen, wie vorstehend erwähnt, 
wurden je 50 ccm in sieben große Reagenzgláser abpipettiert, und in 
jedes Glas wurden dann 5ccm einer 0,05% Lösung K,CrO, in Wasser 
gegeben. 

Auch in diesen dünnen Chromatlösungen war ein deutlicher Farben- 
übergang von rotgelb bis zitronengelb ersichtlich, aber alle Farben 
waren natürlich bedeutend schwächer als in dem ersten Versuch. 

Welch große Rolle das px für den Farbenton spielt, ist besonders 
deutlich ersichtlich, wenn man die Lösungen zwei und zwei in einem 
Duboscg-Kolorimeter vergleicht. 

Die Messungen des pa in den Lösungen nach dem Zusetzen der 
Chromatlösungen ergaben 5,15, 5,40, 5,65, 5,95, 6,85, 7,45 und 8,00 
(20°, elektrometrische Messung). 


U. 


Kommen wir nun zurück zur Anwendung von Chromat- und Bi- 
chromatlösungen als Vergleichslösungen bei kolorimetrischen Messungen, 
so geht aus dem vorstehend Gesagten unmittelbar hervor, daß die 
Farbe einer dünnen Lösung Chromat oder Bichromat in Wasser ganz 
undefiniert ist. 

In einer solchen Lösung werden nämlich zufällige Faktoren und 
insbesondere der Einfluß des Alkalis des Glases das pu ändern können 
und dadurch wiederum — da die Chromat- und Bichromatlösungen 
als Indikatoren zu betrachten sind — den Farbton der Lösung. 

In diesem Verhältnis ist meiner Ansicht nach die Erklärung der 
Tatsache zu suchen, daß einige Forscher Bichromat als am geeignetsten 
als Farbenstandard ansehen, während andere für die gleichen Messungen 
Chromat vorziehen. Zufälligkeiten sind entscheidend, weil die Lösungen 
kein definiertes Ya haben. 

Will man Lösungen von Kaliumchromat oder Kaliumbichromat 
mit gut definiertem Farbenton herstellen, so ist dies sehr leicht; 
anstatt Wasser als Auflösungsmittel anzuwenden, braucht man eine 
Puffermischung als Auflósungsmittel. Die Lösungen bekommen 
dann ein definiertes pa und dadurch wiederum einen definierten 
Farbenton. 

Die Frage, inwieweit man Kaliumchromat oder Kaliumbichromat 
anwenden soll, muß dahin beantwortet werden, daß dies ganz gleich- 
gültig ist. Wenn nur das pg das gleiche ist, muß eine Lösung von 
Chromat und eine Lösung von Bichromat — vorausgesetzt natürlich, 
daß die Konzentration von Cr in beiden Lösungen dieselbe ist — ganz 
denselben Farbenton haben. 
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Weiter wird man verstehen, daß es prinzipiell unrichtig ist, dünne 
Chromat- und Bichromatlösungen sn Wasser als ‚„Dauerreihen‘‘ bei 
pa-Messungen zu brauchen. Solche Lösungen haben nach dem vor- 
stehend Angeführten keinen definierten Farbenton. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird behauptet, daß dünne, wässerige Lösungen von Chromat 
und Bichromat als Lösungen von Wasserstoffionenindikatoren zu be- 
trachten sind. 

2. Infolgedessen haben dünne, wässerige Chromat- oder Bichromat- 
lösungen keinen definierten Farbenton, und es ist daher prinzipiell 
unrichtig, solche Lösungen bei kolorimetrischen Messungen als Vergleichs- 
lösungen zu verwenden. Aus demselben Grunde ist auch die Anwendung 
solcher Lösungen als ,,Dauerreihen“ bei kolorimetrischen pa-Be- 
stimmungen grundsätzlich unrichtig. 

3. Wenn man dagegen einer Chromat- oder Bichromatlösung 
dadurch ein bestimmtes pa gibt, daß man eine Puffermischung anstatt 
Wasser als Auflösungsmittel braucht, bekommt die Lösung auch einen 
definierten Farbenton. 

4. Durch Variation — durch Anwendung verschiedener Puffer- 
mischungen — des pa in den Chromat- und Bichromatlösungen kann 
man den Lösungen verschiedene definierte rötliche oder gelbliche Farben- 
töne geben. Solche Lösungen können möglicherweise bei vielen kolori- 
metrischen Messungen von Nutzen sein. 


Autorenverzeichnis. 


Abderhalden, Emil und Ernst Wert- 
heimer. Versuche über den Einfluß 
des Geschlechts auf die Alkohol- 
wirkung. Ñ. 252. 

Abelin, I. und B. Kobor:. Über die 
spezifisch-dynamischee Wirkung 
der Nahrungsstoffe. VI.Mitteilung: 
Spezifisch-dynamische Wirkung 
und Kohlehydratumsatz. 8.3. 

Andresen, Gertrud s. C. Brahm. 

Asher, Leon. Beiträge zur Physiologie 
der Drüsen. Nr. 107. Fortgesetzte 
Untersuchungen überdieWirkungs- 
weise der spezifischen Diuretica. 
Die Blockierung der normalen 
Reaktion durch die intraperito- 
neale Injektion von destilliertem 


Wasser. Von George M. Curtis. 
S. 95. 

— Beiträge zur Physiologie der 
Drüsen. Nr. 108. Fortgesetzte 


Untersuchungen überdieWirkungs- 
weise der spezifischen Diuretica. 
Die Blockierung der normalen 
Reaktion bei Kaninchen mit ent- 
nervten Nieren. Von George M. 
Curtis. S. 112. 

Asher, L. und N. Scheinfinkel. Die 
Umstimmung pharmakologischer 
Wirkungen, insbesondere auto- 
nomer Nervenendgifte durch ober- 
flächenaktive Stoffe. S. 87. 

Benedict, Cornelia Golay s. Francis G. 
Benedict. 

Benedict, Francis G. und Cornelia 
Golay Benedict. Perspiratio in- 
sensibilis: Ihr Wesen und ihre 
Ursachen. S. 278. 


Bickel, A. und C. van Eweyk. Über 
die Eigenschaften aktiver Eisen- 
verbindungen. S. 178. 

Bickel, A. und I. Remesow. Über die 
Beeinflussung des Harnquotienten 
C:N durch die Nahrungszu- 
sammensetzung unter besonderer 
Berücksichtigung der Aminosäuren 
S. 54. 

Bornstein, A. und R. D. Loewenberg. 
Über die Rolle des Pankreas bei 
einigen toxischen Glykämien. I. 
S. 243. 

Brahm, C. Über die bei der Sauer- 
futterbereitung entstehenden 
flüchtigen Fettsäuren. IT. Unter 
Mitarbeit von Gertrud Andresen 
und Ruth Prillwitz. S. 232. 

Brehme, Th. und P. György. Unter- 
suchungen über Höhenklima- 
wirkung. S. 213. 


Curiis, George M. s. Leon Asher. 
Deutschberger, Otto s. Otto Fürth. 
Eweyk, C. van s. A. Bickel. 


Fürth, Otto und Otto Deutschberger. 
Über den Arginingehalt einiger 
Proteine sowie normaler und 
amyloidhaltiger Organe. S. 139. 


Generois, Louis. Über Atmung und 
Gärung in grünen Pflanzen. S.461. 

Gorbatscheff, S. W. und E. N. Wino- 
gradowa. Die hygroskopischen 
Eigenschaften von Watte und 
ihres Verkohlungsproduktes.S.413. 

Guzelj, L. s. M. Samec. 

György, P. s. Th. Brehme. 


Autorenverzeichnis. 


Hausmann, W. 
Über die Absorption der Por- 

-= phyrine im Ultraviolett. S. 203. 

Hirschbern, Else s. Hans Winterstein. 

Ikebata, Toshisuke s. J. Wohlgemuth. 

Imhäuser, K. Über das Vorkommen 
des Plasmalogens. II. Mitteilung: 
Über das Vorkommen des Plas- 
malogens bei Tieren. S. 360. 

Jørgensen, Holger. Cher die Ver- 
wendung von Chromatlösungen 
als Vergleichslösungen bei kolori- 
metrischen Messungen. S. 485. 

Karcie, J. s. M. Samec. 

Kirsch, W. s. W. Völtz. 

Klar, Ludwig. Ketonaldehydmutase 
in Weizen- und Roggenkörnern 
sowie in Sojabohnen. S. 327. 

Klinc, L. s. M. Samec. 

Kobori, B. s. I. Abelin. 

Krebs, Hans Adolf und David Nach- 
mansohn. Vitalfärbung und Ad- 
sorption. S. 478. 

Krumpel, O. s. W. Hausmann. 

Kultjugin, Alexei. Über die Be- 
einflussung des Fettstoffwechsels 
durch Belichtung. S. 36. 

Laubenrler, Walther. Eine Mikro- 
harnstoffbestimmung im Harn 
ohne Urease. S. 158. 

Lebelew, A. Über die Zucker- und 
Brenztraubensäuregärung. S. 376. 

Leites, Samuel. Studien über Fett- 
and Lipoidstoffwechsel. IV. Mit- 
teilung: Über die Rolle des 
retikulo-endothelialen Systems im 
Fett- und  Lipoidstoftwechsel. 
S. 391. 

— Studien über Fett- und Lipoid- 
stoffwechsel. V. Mitteilung: Über 
die Rolle der Milz im Fett- und 
Lipoidstoff wechsel. S. 436. 

Loewenberg, R. D. s. A. Bornstein. 

Löhner, L. Uber die Beeinflussung der 
Strahlen- und Wasserbhämolyse 
durch Arsen. S. 194. 

London, E. S. und L. M. Rabinkowa. 
Die Verteilur.g des Sauerstoffs auf 
einzelne Organe nach Versuchen 
an angiostomierten Hunden. $S.155. 


491 


und O. Krumpel. | Mayer, Paul. Über den Einfluß ver- 


schiedener Kohlenhydrat-phos- 
phorsäureester auf die Angärung 
des Traubenzuckers. S. 313. 
Molitor, Hans und Ernst P. Pick. 
Über zentrale Regulation des 
Wasserwechsels. IV. Mitteilung: 
Die Aufhebung der diuretischen 
Koffein- und Theobrominwirkung 
durch Zwischenhirnnarkose. S. 130. 
Mudd, Emily B. H. s. Stuart Mudd. 


Mudd, Stuart und Emily B. H. Mudd. 
Untersuchungen über die Zu- 
sammensetzung der Zellmembran 
auf Grund einer neuen Methode 
zur Bestimmung der Oberflächen- 
spannung. S. 378. 

Müller, Helmut. Über den „Oxy- 
dationsquotienten“. S. 451. 
Nachmansohn, David s. Hans Adolf 

Krebs. 


Nagelschmidt, Günter. Gestufte phyto- 
chemische Reduktion. S. 317. 
— Uber die Fällbarkeit der Diamino- 


säuren durch Mercuriacetat und 
Soda. S. 322. 


Neuberg, Carl und Ernst Simon. Über 
die quantitative Dismutation des 
Methylglyoxals zu Milchsäure 
durch den Bacillus Delbrücki sowie 
durch das Bacterium lactis aero- 
genes nebst Versuchen über das 
abweichende stereochemische Ver- 
halten des Phenylglyoxals bei 
dieser Reaktion. S. 331. 

Paechtner, J. Ein Beitrag zur 
Technik des Respirationsversuchs 
nach J. Geppert und N. Zuntz. 
S. 264. 

Petrányi, Gyózó. Über die biochemi- 
schen Zusammenhänge zwischen 
Körperzustand, Ernährung und 
Resistenz der roten Blutzellen. 
S. 419. 

Pick, Ernst P. s. Hans Molitor. 

Pincussen, Ludwig. Methodische 
Mitteilungen. VII. S. 28. 

Prillwitz, Ruth s. C. Brahm. 

Rabinkowa, L. M. s. E. S. London. 

Reitmann, J. s. R. Wolffenstein. 


492 


Remesow, Igor. Weitere Unter- 
suchungen über den Einfluß der 
Verfütterung aktiven Eisenoxyds 
auf den Stoffwechsel unter be- 
sonderer Berücksichtigung der N- 
Bilanz und des Verhaltens des 
Harnquotienten C:N. S. 64. 

Remesow, I. s. A. Bickel. 

August und Kurt Walter. 

r den Stickstoffgehalt des 
Aspergillins. S. 474. 

Samec, M. Studien über Pflanzen- 
kolloide. XVIII. Mitteilung: Zur 
Kenntnis der Weizenstärke. Nach 
Versuchen von L. @uzelj, J. Kav- 
cic und L. Klinc. S. 337. 

Scheinfinkel, N. s. L. Asher. 

Scheunert, Arthur und Martin Schieb- 
lich. Über das verschiedene Ver- 
halten von Tauben und Hühnern 
bei Deckung ihres Vitamin-B-Be- 
darfs durch frisches grünes 
Pflanzenmaterial. S. 222. 

— — Weiterer Beitrag zum Vitamin- 
gehalt des Bieres. S. 229. 

Schieblich, Martin s. Arthur Scheunert. 

Shambaugh, Noel F. s. Leon Asher. 

Simon, Ernst s. Carl Neuberg. 


Autorenverzeichnis. 


Spiegel-Adolf, Mona. Physikalisch- 
chemische Untersuchungen be- 
strahlter Proteine. I. Mitteilung: 


Die Veränderungen des Seralbu- 
mins bei Ultraviolettbestrahlung 
und ihre Beziehungen zur Hitze- 
gerinnung. S. 181. 

Heitz, W. und W. Kirsch. Der Nach- 
weis des antirachitischen Faktors 
bei im Dunkeln und hinter Fenster- 
glas gewachsenen Grásern. $. 255. 

Walter, Kurt s. August Rippel. 


Wertheimer, Ernst s. Emil Abder- 
halden. 

Winogradowa, E. N. s. S. W. Gor- 
batscheff. 


Winterstein, Hans und Else Hirsch- 
berg. Über Löslichkeit und Ver- 
teilung des Chloroforms im Blute. 
S. 172. 

Wohlgemuth, J. Die Fermente der 
Haut. VII. Über Milchsäure- 
bildung in der Haut und ihre Be- 
einflussung durch verschiedene 


Strahlenarten. Von Toshisuke 
Ikebata. S. 43. 

Walfjenstein, R. und J. Reitmann. 
Zur Kenntnis des Sparteins. 
S. 269. 


> . 
¿ f yS A 
r 


i 
x 

y 

= 
D A 
re 
i 

E y 
. 


A ' 
= 5 EN r, 
AW 


d EE KK? 


L 


E? 


Biochemische Zeitschrift 


Unter Mitwirkung von 


N. Ascolil-Catania, L. Asher-Bern, A. Bach-Moskau, M. Bergmann-Dresden, G. Bertrand- 
Paris, A. Bickel- Berlin, F. Blumenthal-Berlin, Fr. Boas- Weihenstephan, A. Bonanni-Rom, 
F. Bottazzi- Neapel, G. Bredig - Karlsruhe i. B., Wi. Butkewitsch- Moskau, M. Cremer- 
Berlin, R. Doerr- Basel, A. Darig- Wien, F. Ehrlich- Breslau, H.y. Euler-Stockholm, S. Flexner- 
New York, J. Forssman-Lund, S. Fränkel-Wien, E. Freund-Wien, H. Freundlich- 
Berlin, E. Friedberger-Berlin, E. Friedmann-Berlin, E. Fromm-Wien, 0. Fürth- Wien, 
F. Haber - Berlin, M. Hahn- Berlin, P. Hárl- Budapest, F. Hayduck - Berlin, E. Hägg- 
luad - Abo, V. Henri- Zúrich, V. Henriques- Kopenhagen, R. 0. Herzog- Berlin, K. Hess- 
Berlin, W. Heubner -Göttingen, R. Höber- Kiel, M. Jacoby - Berlin, P. Karrer- Zürich, 
A. J. Kluyver - Delft, M. Kochmann - Halle a. S., R. Krimberg- Kiga, F. Landolf- Buenos 
Aires, L. Langstein - Berlin, E. Laqueur - Amsterdam, 0. Lemmermann - Berlin, E. J. 
Lesser-Mannheim, P.A.Levene-New York, S. Loewe- Dorpat, A. Loewy-Davos, H. Liers- 
München, Th. Madsen-Kopenhagen, A. Magnus - Lery- Berlin, J. A. Mandel- New York, 
E. Mangold - Berlino, L. Marchlewski- Krakau, P. Mayer- Karlsbad, J. Meisenheimer- 
Tübingen, 0. Meyerhof- Berlin, L.Michaelis-Baltimore, H. Molisch-Wien, H. Murschhauser- 
Düsseldorf, W. Nernst-Berlin, C. v. Noorden-Frankfurt a M., W. Omelianski- Leningrad, 
W. Ostwald - Leipzig, A. Palladin -Charkow, J. K. Parnas - Lemberg, Th. Paul- München, 
W. Pauli-Wien, R. Pfeiffer - Breslau, BE. P. Pick-Wien, L. Pincassen - Berlin, J. Pohl- 
Breslau, Ch. Porcher - Leon, D. N. Prianischnikow - Moskau, H. Pringsheim - Berlin, 
H. Rippel - Göttingen, P. Bona - Berlin, H. Sachs - Heidelberg, S. Salaskin - Leningrad, 
T.Sasak!-Tokio, B. Sbarsky- Moskau, A. Scheunert-Leipzig, A. Schlossmann- Düsseldorf, 
E. Schmitz- Breslau, J. Snapper - Amsterdam, S.P.L. Sörensen - Kopenhagen, K. Spiro- 
Basel, E. H. Starling-London, J. Stoklasa - Prag, W. Straub- München, K. Suto - Kana- 
zawa, U. Suzuki-Tokio, H. v. Tappeiner-München, K. Thomas-Leipzig, H. Thoms- Berlin, 
C. Tigerstedt - Helsingiors, P. Trendelenbarg- Freiburg i. Br, F. Verzár - Debreczen, 
O. Warburg- Berlin, H. J. Waterman-Delft, G. v. Wendt-Helsingfors, E. Widmark - Lund, 
W. Wiechowski- Prag, A. Wohi- Danzig, J. Wohlgemuth - Berlin, N. Zelinsky - Moskau. 


herausgegeben von 


C. Neuberg-Berlin 


Hundertsiebenundachtzigster Band 


Berlin 
Verlag von Julius Springer 


1927 


Druck von Friedr. Vieweg & Sohn Akt.-Ges., Braunschweig 


Inhalt. 


Fellenberg, Th. von. Untersuchungen über das Vorkommen von Jod 
in der Natur. XI. Mitteilung: Zur Geochemie des Jods. II 

Fellenbere, Th. von und Gulbrand Lunde. Über den Jodgehalt von 
industriell gewonnenem Eisen . . 2 2 2 2 2 2 202. 

— — Über die Verteilung des Jods zwischen Eisen- und Silikat- 
Schmelzfluß. Zur Geochemie des Jods. II 

Rehbinder, P. Über Grenzflächenaktivität bzw. -energie an ver- 
schiedenen Grenzfláchen und deren spezifisches Adsorptions- 
vermögen. 

— Messungen der Temperaturabhängirkeit der Oberflächenenergie 
von Lösungen und biologischen Flüssigkeiten zur a der 
Oberfláchenaktivitát gelóster Stoffe. 

Okuneff, N. Über die Oberflächenaktivität des Farbstoffs Tiypanblau 
an verschiedenen Grenzfláchen. (Ein Beitrag zum Permeabilitäts- 
problem) . 


Remesow, Igor. Über den Einfluß erhöhter Calciumzufuhr auf die 


dystrophische Nierenverkalkung beim Kaninchen. ee y 
Gabbe, E. Zur Frage des Vorkommens von komplexen Kohlehydraten 
im Blute. I. Mitteilung: Über die Wirkung von Takadiastase und 
Emulsin auf die Reduktionskraft des Blutes. 
Pogány, K. Insulin und Glykogenbildung . TE T; 
Suto, Kenzo. Ein Beitrag zur Mikromethode der Stickstoffhestinmung 
nach l. Bang .. . . 2 2 22.0. 


Böhm, F. Studium der Eiweißkoagulation in Tropfen. IX. Mitteilung: 


Über den Synergismus der ee, in den aus ihnen be- 


stehenden Mischungen. . . Er e 
Alexeeff, A. I. Studien über ge Bhutkatalaseg halt bei dien Berg- 
staminbewohnern Mittelasiens . .. EREECHEN 


Hägglund, Erik und T. Johnson. Über die Holz en mit aromati- 
schen Aminen und mit Phenolen . . . . 


Grafe, V. und Koretoshi Ose. Zur Chemie und Physiologie der Pflanzen- 


phosphatide. V. Mitteilung: Qualitative Aufarbeitung der 
wässerigen Dialysate der Sojabohne (Glycine hispida) 
Löw, A. und R. Pfeiler. Studien über den Fettstoffwechsel. I 
Hägglund, Erik und Anders Ringbom. Uber die Vergárung der a-Keto- 
buttersäure und Oxalessigsáure. VII. Mitteilung: Uber die Ab- 
hängigkeit der alkoholischen Gärung von der Wasserstoffionen- 
Konzentration. . . . 


Namee, M. Studien über Pflanzenkolloide. XIX. Mitteilung: Zur 


Kenntnis einiger Stärkedextrine 


Wittgenstein, Annelise und Alma Gaedertz. Ü e in Mile ale "halt 


des Liquor cerebrospinalis. Physiologische Untersuchungen 


Seite 


15 


19 


32 


37 


102 
114 


117 


120 


137 


IV Inhalt. 


Fränkel, Sigmund und Erich David. Über die Chemie des Drachenblutes 
von. Dracaena Draco... «so... task wa wei ei LI A 
Scharrer, K. und W. Schwartz. Zur Kenntnis des Jods als biogenes 
Element. XI. Mitteilung: Die Wirkung des Jods auf Hefe. 1 . 
Kampen, G. B. van. Milchsáure in Phanerogamen . . . . . ge 
Brouwer, E. Über das Vitamin C im frischen Grase (Lolium perenne; 
englisches Raigras) und über das Gewicht verschiedener Organe 
beim Skorbut . . e Zi ee A ar d 
Gyórgy, P. und H. Röthler.. Über Bedingungen der autolytischen 
Ammoniakbildung in Geweben. 111. Mitteilung: Die Beziehungen 


des Gewebsammoniaks zum Purinstoffwechsel . . . . . . 
Neuberg, Carl und Ernst Simon. Vom Wesen der Bronzi ran bensine 
vergärung . . BE 


Szörenyi, Emerich. Berichtigung : zu meiner f Mitteilung Dean und 
Folgen der Veränderungen in der Körperzusammensetzung kleiner, 
an Hunger oder Unterernährung verendeter Tiere“. . Se 

Warburg, Otto, Methode zur Bestimmung von Kupfer und Be 
und über den Kupfergehalt des Blutserums . . . . . g E 

Rippel, August. Über den Zusammenhang zwischen dem Aale 
verlauf der Bodennährstoffe bei den höheren Pflanzen und der Be- 
weglichkeit dieser Stoffe in der Pflanze. (Untersuchungen über 
physiologisches Gleichgewicht bei Pflanzen, III. Mitteilung). 

Kuen, Franz Meinrad. Uber die Bestimmung der Guanidine und über 
das angebliche Vorkommen derselben im Tetanieharn ; 

Lieben, Fritz. Über die Wirkung der Belichtung auf Tyrie SE 
Tryptophan im Eiweißverband . de Ti e de E e a 

Stern, Rudolf. Über die Sensibilisierung der Cholesterinhydrosole 

Fieischmann, W. Zur Frage der Beeinflussung des Zellstoffwechsels 
durch das Hormon der Schilddrüse. (Versuche an Leucocyten.) . 

Rona, P., D. Nachmansohn und H. W. Nicolai. Über den Ferment- 
stoffwechsel der Bakterien. IV. ne m der 
biologischen Glucosebestimmung Br: ; 

Dische, Zacharias und Daniel Laszlo. Über eine neue kolorimietnische 
Bestimmungsmethode der Milchsáure im Blute as N 

Farkas, G. ra G. Györgyi und L. Németh. Studien über die Aus- 
seheidung der Triphenylmethansulfosäurefarbstoffe und Carbinole 
mit dem Harn Eo a ARA AA e ee 

Awdejewa, M. S, E. L. Prowatorown, N N. G. Sawitsch und E. L. Thal. 
Schwankungen des Blutzuckergehaltes beim Rind SR 

Weiser, Stefan und Arthur Zaitschek. Zur Biochemie des Jods 

Dórle, M. und W. Liehr. Kurze Mitteilung über die Beziehungen von 
Blutzucker, Cholesterin und Hypertonie . e 

Stritesk$, Jan. Die Photoaktivitát des Cholesterins . EENEG 

Pincussen, Ludwig. Methodische Mitteilungen. VIM. Über die 
Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn und Organen. Von 
Arthur Konarsky. al a EN 

Pauli, Wolfgang. Die Elektrodialyse der Proteine . : e Aë 

Weber, Hans H. und Heinrich Gesenius. Proteasen und BEER dakie 
Hemmungskörper 


Seite 
146 
159 


180 


183 


328 


344 


363 


369 
377 


385 
388 
398 
403 


410 


Inhalt. 


Shambough, Noel F. und George M. Curtis. Beobachtungen über die 
Folgen der intraperitonealen Zufuhr von Phenylalanın und Tyrosin 
beim Kaninchen mit entnervten Nieren. 2 . 2 2 2 2 2 02.2. 

Shambough, Noel F. Das Verhalten von Phenylalanin und Tyrosin 

unter dem Einfluß der Purindiurese . 2 2 2 2 2 2 2 222 ... 

Kemal, Hikmet. Beitrag zur Kenntnis der Schicksale des SE 
alkohols im menschlichen Organismus. . 2 2 2 2 2 202. ; 

Przibram, Hans und Hans Schmalfuß. Das Dioxyphenylalanin in de n 
Kokons des Nachtpfauenauges Samia cecropia L. (Saturnidac) . 

Goy, S. Über Leichenwachs . 2 2 2 2 2 . 2 0 nen 

Niel, C. B. van. Notiz über die quantitative Bestimmung von Diacet yl 
, : l H d 
und Acetylmethylcarbinol . . 2» 2 2 2 2 nr 2 2 nn nn. 

Bakker, A. Über den Stoffwechsel der Leucocyten `... . 

Warburg, Otto. Über den Stoffwechsel der Leueoeyten. Erwiderung 
auf vorstehende Notiz. . . 2 2 2 2 . a 

Neuberg, €. und J. Leibowitz. Über die enzymatische Umwandlung 
von Hexose-di-phosphat in Hexose-mono-phosphorsäure-ester und 
die enzyinatische Synthese von Hexose-di-phosphat aus Hexose- 
mono-phosphat 3... a wa ar ër 


Autorenverzeichuls 


481 
491 


Untersuchungen über das Vorkommen von Jod in der Natur. 


XI. Mitteilung: 
Zur Geochemie des Jods. I. 


Von 
Th. von Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des eidgenóssischen Gesundheitsamtes Bern.) 
(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


Nachdem in einer früheren Mitteilung!) der lithophile Charakter 
des Jods sichergestellt worden war, wurde auf Veranlassung von Herrn 
Prof. Dr. V. M. Goldschmidt in Oslo untersucht, ob sich auch chalkophile 
und siderophile Eigenschaften dieses Elements nachweisen ließen, 
d.h. ob das Jod bei der Phasentrennung, welche der ursprünglich 
gasförmige oder schmelzflüssige Erdball bei der Abkühlung durch- 
machte, außer in den Silikatschmelzfluß auch in den Sulfidschmelzfluß 
und in den Metallschmelzfluß eingegangen sei. 

Dieerstere Frageließsich direkt prüfen durch Untersuchung magma- 
tischer Sulfide. Die zweite Frage mußte durch Untersuchung von 
Meteoreisen entschieden werden, da tellurisches Eisen uns nicht zur 
Verfügung stand. 

Die magmatischen Sulfide und die Meteoreisenproben von Carriza- 
tillo, Morradalen, Savik und Canon Diablo wurden mir in zuvor- 
kommender Weise durch Herrn Prof. Dr. V. A Goldschmidt zur Ver- 
fügung gestellt?). Einen Eisenmeteoriten von Toluca verdanke ich 
Herrn Prof. Dr. Hugs, einen weiteren von Rafrütti im Emmental Herrn 
Dr. Ed.Gerber. Sie stammen aus der Sammlung des mineralogisch- 
petrographischen Instituts der Universität Bern und aus dem natur- 
historischen Museum in Bern. 

Es wurden ferner ein gemischter Meteorit von Bomba und zwei 
Steinmeteoriten, von Ergheo, Amana, Somaliland, Fallzeit Juli 1889, 


1) Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde, Beitrag zur Geochemie des 
Jods. Diese Zeitschr. 175, 162, 1926. 
2) Dies Material ist Herrn Prof. Dr. Goldschmidt von Prof. Dr. O. B. 
Bóggild, Kopenhagen, für geochemische Zwecke anvertraut worden. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 1 
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und von Mocs in Siebenbürgen, Fallzeit 3. Februar 1882, untersucht, 
welche ich von dem Mineraliengeschäft C. Infanger in Flüelen bezogen 


habe. 
Magmatische Sulfide. 


Die Erze lagen in großen Stücken bis zu 900 g Gewicht vor. Das 
zur Untersuchung verwendete Material wurde aus dem Innern ent- 
nommen. 

Die Untersuchung geschah wie bei den Silikaten durch Aufschließen 
des fein gebeutelten Minerals mit der dreifachen Menge Kaliumhydroxyd, 
wobei daneben blinde Versuche mit den verwendeten Reagenzien 
angestellt wurden. Man fand die in Tabelle I als Milligramm im Kilo- 
gramm wiedergegebenen Werte. 


Tabelle I. 
Jodgehalte magmatischer Sulfide. 


Mineral | Fundort | mg J im kg 


Schwefelkies-Kupferkies-Erz . . Sulitjelma, nördl. Norwegen | 0,35 
Magnetkies, mit Eisen-Nickelkies | 

und Kupferkies, silikathaltig . | Askim, Ostfold, südöstl. Norwegen ` 0,20 
Magnetkies aus Feldspatbruch 

(Granit-Pegmatit) `... Isesjó, Ostfold 0,15 


Jod ließ sich also überall nachweisen, wenn schon in allen drei 
Fällen in nur geringer Menge. Jod hat somit auch chalkophilen Charakter. 
Der Jodgehalt in den magmatischen Sulfiden ist ähnlich, wie in den 
Silikaten. Jedenfalls ist Jod in den untersuchten Sulfiden nicht in 
auffälliger Weise angereichert, verglichen mit gewöhnlichen, gesteins- 
bildenden Silikaten. | 

Ich prüfte auch stets auf Brom. Dies Halogen konnte in keinem 
Falle mit Sicherheit nachgewiesen werden. Es muß aber daran er- 
innert werden, daß der Bromnachweis weniger empfindlich ist als der- 
jenige des Jods. 

Meteorite. 


Die Eisenmeteoriten lagen meist in Form von Feil-, Dreh- oder 
Bohrspänen vor. Der Meteorit von Toluca hingegen stand in einem 
72g schweren, nicht bearbeiteten Stücke zur Verfügung, und die 
oxydierte Kruste des Meteoriten vom Canon Diablo in drei Stücken 
von 10 bis 29 g. Ä 


Die bei den Eisenmeteoriten verfolgte Methodik war folgende. 


In einzelnen Fällen wurde das Material vorerst mit Äther aus- 
gezogen, um eventuell anhaftendes Bohröl zu entfernen. Das war 
besonders bei dem Meteoriten von Kap York notwendig, weil hier ein 
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bräunliches, unreines Öl verwendet worden war. Die entölten oder 
nicht entölten Proben wurden mit Wasser ausgekocht, um Spuren 
von Jod, die eventuell von außen hätten dazu gelangt sein können, zu 
entfernen. In einzelnen Fällen kochte man die Späne auch mit ver- 
dünnter Pottaschelösung aus, ohne daß das Resultat dadurch geändert 
worden wäre. 

Die in der geschilderten Weise vorbehandelten Späne wurden in 
Mengen von meist 2 bis 5g in geräumigen Reagenzgläsern oder in 
Kolben mit jodfreier HCl (1: 1) in geringem Überschuß versetzt (7 ccm 
Säure pro Gramm Eisen) und unter zeitweisem, ganz leichtem Er- 
wärmen bei aufgesetztem Birnenkühler aufgelöst. Meist dauerte das 
bis zum nächsten Tage. Dann wurde von dem Unlöslichen (haupt- 
sächlich Kohlenstoff) abzentrifugiert, die Flüssigkeit abgegossen, der 
Rückstand unter Zentrifugieren nachgewaschen und die Lösung in 
einem 400-ccm-Kolben mit überschüssiger Pottaschelösung versetzt 
und zum Sieden erhitzt. Dabei muß große Sorgfalt angewendet werden, 
da das zuerst ausgefällte Ferrocarbonat in der Hitze plötzlich CO, 
abgibt und dadurch leicht ein Überschäumen der Flüssigkeit ver- 
anlaßt. Man dampft nun weitgehend ein, so daß die Flüssigkeit gerade 
anfängt, schwer zu fließen, extrahiert mit Alkohol und verfährt weiter 
wie bei den Gesteinen. 

Der in Salzsäure unlösliche Anteil wurde in einzelnen Fällen durch 
vorsichtige Behandlung mit einigen Tropfen Salpetersäure oder Königs- 
wasser in Lösung gebracht und nach dem Alkalischmachen mit Alkohol 
ausgezogen; meist erhitzte man ihn in einer Schale unter Pottasche- 
zusatz und extrahierte mit Alkohol. Den Alkoholauszug fügte man 
im einen wie im anderen Falle zu dem durch Behandlung der Salz- 
säurelösung erhaltenen Alkoholauszug. 

Bei dem Meteoriten vom Canon Diablo mußte anders vorgegangen 
werden. Das Material bestand hier durch und durch aus Eisenoxyden, 
entstanden durch Verbrennen der äußeren Schicht des Meteoriten beim 
Durchfliegen der Atmosphäre. Es war in kalter Salzsäure so gut wie 
unlöslich. Man pulverte und beutelte es daher und ging in gleicher 
Weise vor, wie bei den magmatischen Sulfiden. 

Der Meteorit von Bomba bestand aus einer Silikatkugel, welche 
in Eisen eingebettet war. Zwischen die beiden Phasen war eine schmale 
Zone von Troilit (FeS) eingeschoben. Man trennte die drei Bestandteile, 
indem man das Stück zerschlug, das Eisen herauslas und aus dem 
Pulver den Troilit mit einem Magneten herauszog. Die Bestimmung 
wurde im Silikatanteil und im Eisen besonders ausgeführt; die Troilit- 
menge reichte zu einer Bestimmung leider nicht aus. 

Die beiden Steinmeteoriten wurden wie die Eisenmeteoriten 
zuerst mit Äther gewaschen und kurz mit Wasser gekocht, um eventuelle 


]* 
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äußerliche Verunreinigungen zu entfernen. Der Meteorit von Ergheo 
besteht hauptsächlich aus Olivin und Pyroxen, mit kleinen Mengen 
Troilit und Nickeleisen (0,6%). Er lag in einem 6,2 g schweren Bruch- 
stück aus dem Innern des Steines vor. Das Material war an einzelnen 
Stellen ganz leicht angerostet; weitgehend durch die Atmosphärilien 
verändert war es keinesfalls, denn man sah da und dort Eisenpartikelchen 
an der Oberfläche. Der Stein war sehr hart; er ritzte Glas. Man unter- 
suchte den Silikatanteil und den mit dem Magneten ausziehbaren 
Anteil (Troilit und Eisen) besonders. 

Der Meteorit von Mocs, ein unverletztes Individuum mit Schmelz- 
kruste, wog 15,4g. Anzeichen äußerlicher Verwitterung waren nicht 
vorhanden. Es handelt sich um einen Chondriten mit 7,9%, Nickel- 
eisen. Zur gesonderten Untersuchung des Eisens reichte das Material 
leider nicht aus. 

Bei den Steinmeteoriten ging man so vor, daß man das gepulverte 
Material zuerst mit der doppelten Menge konzentrierter Salzsäure 
(Merck) im bedeckten Reagenzglas über Nacht stehen ließ, wobei 
bereits eine weitgehende Zersetzung vor sich ging. Dann wird die 
Lösung durch Zentrifugieren und Auswaschen abgetrennt, der Rück- 
stand mit Pottasche schwach geglüht und zum Schluß noch mit KOH 
aufgeschlossen. Aus jeder einzelnen Fraktion gewinnt man in geeigneter 
Weise einen Alkoholauszug, der zur Jodbestimmung dient. Die beiden 
ersten Auszüge wurden jeweils vereinigt, der dritte besonders ver- 
arbeitet. 

Unsere Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle II. 
Jodgehalte von Meteoriten. 


Nr. | Fundort | mg J im kg | mg Br im kg 


a) Eisenmeteoriten. 


1 Carrizatillo `... | 080 0 
2 Morradalen . ............. | 0,40 0 
3 Savik, Kap York-Distrikt, Nordgrónland . 0.14 d 
4 Rafrütti, Emmental . . 2... 2 22.0. 0.90 0 
5 i| Toluca, Mexiko . . 2 22. 2 222... | 1.50 5 
6 | Canon Diablo, Colorado, oxydierte Kruste . | 0,48 2 
b) Gemischter Meteorit. 

7 Bomba, Eisenanteil. . .. . . . 2 20. 0,15 24 
Bomba, Silikatantell . . . . 2 22 0200 | 1,05 18 

c) Steinmeteoriten. | 

8 | Ergheo, Amana, Somaliland, Troilit-Eisen- | 
j! Al AA E ebe de | 0,70 20 
l Ergheo, Amana, Somaliland, Silikatanteil . | 1.24 56 
9 į Mocs, Siebenbürgen . . . 2: 222 20. | 1.80 20 
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Jod ist somit in allen vorliegenden Eisenmeteoriten vorhanden, 
und zwar in wechselnden Mengen. Jod muß also auch als siderophiles 
Element bezeichnet werden. 

Auch in den Steinmeteoriten ist Jod vorhanden. Bei dem Meteroit 
von Bomba ist es in größerer Menge im Silikatanteil als im Metallanteil 
gefunden worden, was dafür spricht, daß Jod in höherem Grade lithophil 
als siderophil ist. Das Material dieses Meteoriten lag nun zwar in so 
geringer Menge vor, daß beide Bestimmungen nur einmal vorgenommen 
werden konnten und somit nicht ganz sicher sind. In der übernächsten 
Mitteilung wird jedoch der stärker lithophile als siderophile Charakter 
des Jods weiter bestätigt werden. 

Der Meteorit von Ergheo zeigt das Verhältnis des chalkophilen 
zum lithophilen Charakter des Jods, denn der Troilit-Eisenanteil besteht 
zu 94°, aus Eisensulfid und nur zu 0,6% aus metallischem Eisen. 
Das Resultat deutet auf einen stärkeren lithophilen als chalkophilen 
Charakter des untersuchten Elements. Nun konnte leider auch hier 
vom Troilit-Eisenanteil nur eine Bestimmung gemacht werden, während 
vom Silikatanteil zwei gut übereinstimmende Doppelanalysen vorliegen. 

Den höchsten Jodgehalt bei den Eisenmeteoriten zeigte das Eisen 
von Toluca. Die angegebene Zahl ist ein Mittelwert. Das zur Verfügung 
stehende Stück war äußerlich stark oxydiert und zeigte in seinem oberen 
Teile Risse, die alle nach einer Richtung verliefen. Nachdem das Stück 
mit Äther gewaschen und mit Wasser gründlich ausgekocht war, wurde 
ein Bohrloch senkrecht zur Richtung der Risse angelegt. Der obere 
Teil der Bohrung lieferte ein mit Eisenoxyd verunreinigtes, der untere 
ein blankes Material. Ich fand im oxydierten Teile 1100, im blanken 
1400 y im Kilogramm. 

Um den Wert nachzukontrollieren, wurde nun ein Stück Eisen 
abgesägt, von allen Seiten mit der Feile und mit Schmirgelpapier 
bearbeitet und mit Salzsäure behandelt, um das anhaftende Oxyd 
möglichst zu entfernen. Beim Zerkleinern mit der Zange entstanden 
aus dem anscheinend blanken Material kleine Spaltstücke, welche 
wieder einen feinen Oxydüberzug zeigten. Das Material wurde erneut 
mit Wasser ausgekocht und analysiert. Man fand 1500 y Jod im Kilo- 
gramm, also praktisch denselben Wert wie in den Bohrspänen. 

Dieser Vergleich der verschiedenen Partien des Meteoriten mit- 
einander, der oxydierten und der blanken, wurde deshalb vorgenommen, 
weil man bei einem anoxydierten, vielleicht lange Zeit in der Erde 
gelegenen Material an eine nachträgliche Jodaufnahme, etwa aus 
durchfließendem Wasser, denken könnte. Unsere Zahlen sprechen 
aber durchaus nicht für eine derartige Annahme; sonst müßten die 
oxydierten Teile jodreicher sein, als die blanken. In Wirklichkeit ist 
aber eher das Gegenteil der Fall. 
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Die oxydierte Kruste vom Eisenmeteoriten vom Canon Diablo 
diente ebenfalls zu einer ganzen Reihe von Bestimmungen, die unter 
sich ziemlich stark differierten. 

Die drei zur Verfügung stehenden Stücke wurden zuerst mit 
Wasser ausgekocht und im wässerigen Auszug Jod bestimmt. Dann 
wurden dreimal je 2 g mit der Zange abgebrochen, gepulvert und unter- 
sucht. Man erhielt folgende Werte in y ausgedrückt (1 y = 0,001 mg). 


Tabelle III. 


Vergleichsbestimmungen in der oxydierten Kruste des Meteoriten vom 
Canon Diablo. 


| a d | | | i Durchs 
Gewicht a Auszug 1. Probe, in 2g 2. Probe, in 2g | 3. Probe, in 2g | PER 
y Br || yJ | y Br | yJ y Br | yJ yBr | yJ 


1 290 | 09 0 09 | 0 05 | 0 14 | — 1 098 
2 284 | 0 0 06 | 5 15 | 0 08 | — 0.97 
3 101 | 01 0 07 | 4 101 3 11 | — | 093 


Diese Zahlen zeigen uns, daß das Jod hier offenbar nicht ganz 
gleichmäßig verteilt ist. Eine noch größere Unregelmäßigkeit zeigen 
die Bromgehalte, wobei aber zu bemerken ist, daß weniger als 3 y Brom 
kaum sicher nachzuweisen war. | 

In den vier ersten Eisenmeteoriten konnte Brom nicht sicher 
festgestellt werden, wohl aber fand man es in geringer Menge im Eisen 
von Toluca und, wie soeben gezeigt, in der oxydierten Kruste des 
Eisenmeteoriten vom Canon Diablo. Verhältnismäßig bedeutende 
Mengen dieses Elements konnten in dem gemischten Meteoriten und 
besonders in den beiden Steinmeteoriten nachgewiesen werden. Es 
findet sich sowohl im Silikat- als auch im Metall- bzw. Troilitmetall- 
anteil. Wegen der Mängel der Brombestimmungsmethode sind diese 
Zahlen nur als approximativ aufzufassen. 


Zusammenfassung. 


Magmatische Sulfide, sowie Eisenmeteorite und Steinmeteorite 
enthalten Jod. Dieses Element hat somit neben seinen bereits bekannten 
lithophilen auch chalkophile und siderophile Eigenschaften im Sinne 
V. M.Goldschmidts. Der lithophile Charakter des Jods scheint gegen- 
über dem chalkophilen und siderophilen vorzuherrschen. 

Brom ist ebenfalls in einzelnen Meteoriten, und zwar in Eisen- und 
in Steinmeteoriten, wie auch im Eisensulfidanteil eines Meteoriten 
festgestellt worden. In bezug auf das Mengenverhältnis der beiden 
Halogene zueinander ließ sich einstweilen keine Regelmäßigkeit fest- 
stellen. 


Über den Jodgehalt von industriell gewonnenem Eisen. 


Von 
Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenössischen Gesundheitsamtes Bern.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


Da, wie in der vorhergehenden Mitteilung berichtet worden ist, in 
einer Reihe von Eisenmeteoriten Jod gefunden worden war, sollte 
nun untersucht werden, ob Jod auch ein ständiger Begleiter des 
industriell gewonnenen Eisens sei. Es war dies einigermaßen zu er- 
warten, da ja auch in Eisenerzen, soweit bisher untersucht, stets Jod 
gefunden wurde!) und da auch die Brennmaterialien stets Jod ent- 
‚halten?). 

Wenn wirklich Jod im metallischen Eisen war, so trat die weitere 
Frage in den Vordergrund: In welcher Form ist das Jod im Eisen 
vorhanden? Man konnte sich denken, daß entweder Ferrojodid oder 
das Jodid eines anderen Metalles, vielleicht auch die Jodverbindung 
eines Nichtmetalles in kleiner Menge im Eisen löslich sei und sich gemäß 
seiner Löslichkeit in den beiden Phasen, im Eisen und in der Schlacke, 
verteile. Sollte es sich um die Jodverbindung eines anderen Metalles 
als Eisen oder um diejenige eines Nichtmetalles handeln, so wäre 
je nach der Zusammensetzung des Eisens ein verschiedener Jodgehalt 
zu erwarten, welcher sich in der Menge des fraglichen Nebenbestand- 
teiles abspiegeln sollte. 

Die Materialien für diese und die folgende Arbeit wurden uns 
in zuvorkommender Weise zur Verfügung gestellt von den Ateliers 
des Charmilles S. A. in Genf und von den Ludw. von Rolls+chen Eisen- 
werken in Gerlafingen und in Choindez, wofür wir den Herren 
Ingenieur A. Lamartine, Dr. H. Bünzli und Direktor H.von Anacker 
unseren besten Dank aussprechen. | 

Unsere Untersuchungen fielen zeitlich mitten in die oben mit- 
geteilten Untersuchungen über den Jodgehalt von Meteoriten hinein. 


1) Siehe diese Zeitschr. 152, 160, 1924. 
2) Siehe ebendaselbst 139, 437, 1923. 
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Wir begnügten uns aber nicht, die dort angewandte Methodik ohne 
weiteres anzuwenden, sondern wir suchten sie noch näher zu präzisieren 
und eventuelle Fehlermöglichkeiten auszuschalten. 

Da sich manche Eisensorten recht schwer in Säure lösen, konnte 
man hier meist nicht gut mit einer kalten Auflösung oder mit ganz: 
leichtem Erwärmen auskommen, sondern man mußte das Material mit 
Säure kochen. Um dabei Jodverluste zu vermeiden, benutzten wir 
den Methoxylbestimmungsapparat von H. Decker 1), welcher im unteren 
Teile des Kühlmantels zwei Kugeln und darüber als Vorlagen zwei 
Glocken enthält. Wir beschickten sie mit verdünnter Pottaschelösung. 

In den beiden Kugeln kondensierten sich die Dämpfe; der gebildete 
Wasserstoff hingegen wurde in den beiden Glocken durch die Pottasche 
gewaschen und so eventuell mitgerissenes Jod zurückgehalten. 

Wir verwendeten zur Auflösung bald Schwefelsäure, bald Salz- 
säure. Die Schwefelsäure wurde, um sie möglichst von Jod zu befreien, 
einige Zeit gekocht; die Salzsäure reinigten wir nach früher angegebenem 
Verfahren?). Selbstverständlich wurde durch Blindversuche der Jod- 
gehalt der Reagenzien bestimmt und in Rechnung gezogen. 

Vorerst machten wir einige Vorversuche mit Zusatz größerer 
Jodmengen in Form von KJ, um uns genau Rechenschaft darüber 
zu geben, an welcher Stelle, in welchen Fraktionen das Jod bei der 
Aufarbeitung zu finden sei. Wir hofften, dadurch vielleicht zu einer 
Methodik zu gelangen, bei welcher prinzipiell weniger Reagenzien ver- 
wendet werden müßten. Es kam uns also bei diesen Vorversuchen 
hauptsächlich auf das Studium der Verteilung des Jods im Laufe der 
Analyse an. 

Der erste Versuch sollte zeigen, ob die bisher stets angewandte 
alkalische Alkoholextraktion nicht durch eine saure Extraktion ersetzt 
werden könnte. 


r 


1. Versuch. 


2g Stahlspáne wurden mit 100 y Jod in Form von KJ mit 8 cem 
Wasser und mit 2 cem konzentrierter Schwefelsäure versetzt und unter 
leichtem Sieden im Methoxylbestimmungsapparat aufgelöst. In die 
Glockenvorlagen wurden 15 ccm Wasser und 0,2 ccm gesättigte Pott- 
aschelösung gebracht. Die Auflösung dauerte 20 bis 30 Minuten. 

Man ließ vollständig abkühlen, wobei noch das Ferrosulfat größten- 
teils ausschied, kochte den Salzbrei dreimal mit je 60 cem 95 % Alkohol 
auf und goß ab. Jede Alkoholfraktion wurde besonders auf Jod unter- 
sucht, indem man sie alkalisch machte, den Alkohol abdestillierte und 
den Rückstand auf bekannte Weise weiter verarbeitete. 


1) Ber. 86, 2895, 1903. 
2) Diese Zeitschr. 175, 165, 1926. 
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Nun machte man den mit Alkohol extrahierten Salzrückstand mit 
Pottasche schwach alkalisch und extrahierte wiederum dreimal mit 
60 ccm Alkohol. Die an den Glaswandungen anhaftenden Salzkrusten 
wurden durch diese Behandlung nicht vollständig zersetzt. 

Nun wurde der Rückstand mit Wasser gekocht, um die Salzkrusten 
völlig zu lösen, und unter Zusatz von noch etwas Pottasche zu Brei 
eingedampft und wieder mit Alkohol extrahiert. Man fand folgende 
Werte: 

In den Glockenkühlern vorgelegte Pottasche . 2,2y J 


I. saure Extraktion. è . s. 2 2 2 2 ss 14,0% J 
II. ,„ a a 8,7y J 
III. , dr o o GE ee ee See 46y J 
I. alkalische Extraktion . . . . aaa’ 3l, 5y J 
II. = a ee de re % 1,6y J 
111. da e O A O 0,4 y J 

Alkalische Extraktion nach Auflösung der 
letzten Salzkrusten . . . 2 2 e 16,6 y J 
Summe 79,6 y J 


Der Versuch zeigt uns, daß keine nennenswerten Jodmengen mit 
dem entweichenden Wasserstoff über die beiden Kühlkugeln hinaus 
in die Vorlagen gelangen. Somit ist die Gefahr, daß Jodwasserstoffsäure 
ohne absorbiert zu werden durch die Vorlagen streicht, nicht vorhanden. 

Im weiteren sehen wir, daß auffallenderweise die schwefelsaure 
Lösung bzw. der Brei von Ferrosulfat nur wenig Jod an den Alkohol 
abgibt. Die alkalische Reaktion ist also notwendig; aber auch sie genügt 
nicht, wenn nicht alle Kristalle vorher in Lösung gebracht worden sind. 
Unser Gseamtresultat ist mit etwa 809%, etwas niedrig. Vorgreifend 
möchten wir bemerken, daß ein Teil des Jods in der Kohle des Eisens 
steckte und durch die hier vorgenommenen Manipulationen nicht 
vollständig herausgebracht wurde (s. 4., 6. und 7. Versuch). 


2. Versuch. 


Man machte nun einen ähnlichen Versuch mit reinem Ferrosulfat. 
10 g Eisenvitriol wurden mit 100 y Jod in Form von KJ versetzt, in 
15 ccm Wasser unter Zusatz von 0,5 ccm Schwefelsäure unter Erwärmen 
gelöst und mit 100 ccm 95%, Alkohol gefällt. Man filtrierte, wusch die 
Kristalle mit Alkohol nach und fand im alkoholischen Auszug 92 y Jod. 

Wir haben also das merkwürdige Resultat, daß das Jod aus dem 
reinen Ferrosulfat in saurer Lösung mit Alkohol gut ausziehbar ist, 
während dies bei dem durch Auflösung der Stahlspäne gewonnenen 
Ferrosulfat nur zum geringen Teile der Fall ist. Immerhin waren beim 
ersten Versuch die Verhältnisse insofern etwas anders, als dort der 
nach der Auflösung in Säure erhaltene Kristallbrei, ohne die Kristalle 
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vollständig zu lösen, direkt mit Alkohol extrahiert worden war. Beim 
zweiten Versuch hingegen war eine Lösung von Ferrosulfat mit Alkohol 
gefällt worden. 

3. Versuch. 

Man wiederholte die Auflösung von 2g Stahlspänen in der beim 
1. Versuch angegebenen Weise mit demselben Jodidzusatz, fügte Wasser 
hinzu, bis sich die Kristalle in der Wärme lösten, und fällte das Sulfat 
wieder mit 100 ccm Alkohol aus. Man fand diesmal in der Alkohol- 
lösung 8,3, im Rückstand nach der nen Aufarbeitung 73, im 
ganzen 818 y Jod. 

Das unterschiedliche Verhalten des reinen Ferrosulfats und der 
Stahlspäne wird dadurch bestätigt. Das Jod scheint demnach in saurer 
Lösung größtenteils an gewisse Nebenbestandteile des Eisens gebunden 
zu sein, aus welchen es nicht an den Alkohol abgegeben wird. 


4. Versuch. 


Man prüfte nun, ob etwa der in Säure unlösliche Teil — wir wollen 
ihn als Kohle bezeichnen — erhebliche Mengen Jod enthalte. Bei 
einem im übrigen gleich wie vorhin durchgeführten Versuch wurde 
das mit Alkohol ausgefällte Ferrosulfat in Wasser gelöst und filtriert. 
Die zurückbleibende Kohle ergab nach vorsichtigem Verbrennen mit 
Pottasche 43,5 y Jod. Somit sind es vorzüglich die in Säure unlöslichen 
Bestandteile, welche während der Lösung das Jod aufnehmen und 
festhalten, so daß es nur durch alkalische Behandlung oder gar erst 
nach dem Verbrennen abgegeben wird. 

Man prüfte nun in den nächsten Versuchen, ob und wieweit sich 
das Jod mit Säure abdestillieren lasse. 


5. Versuch. 


Zunächst wurden 2 g Stahlspäne mit dem üblichen Jodzusatz und 
der üblichen Menge Schwefelsäure und Wasser im Methoxylapparat 
ohne zu kühlen erhitzt, so daß die Dämpfe in die Vorlage gegen ver- 
dünnte Pottaschelösung (0,3ccm gesättigte Pottaschelösung und 
15ccm Wasser) hinaufdestillierten. Nach einiger Zeit wurde unter- 
brochen, 10 ccm Wasser zugesetzt und nochmals gegen neue Pottasche 
destilliert. Man fand in den vereinigten Destillaten 22,8 y Jod. 


6. Versuch. 


Der nächste Versuch wurde in einem Fraktionierkólbchen unter 
Durchleiten von CO, ausgeführt. Um ein gründlicheres Abdestillieren 
zu ermöglichen, wurde diesmal nur lg Stahlspäne genommen; die 
übrigen Zusätze blieben dieselben wie bisher. Man erhitzte längere Zeit 
ganz schwach mit einem Mikrobrenner, damit sich das Eisen löste, 
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bevor wesentliche Flüssigkeitsmengen úberdestilliert waren. Das 
Destillat wurde wieder in verdünnte Pottaschelösung eingeleitet. Als 
die Flüssigkeit sich zu sehr konzentriert hatte, setzte man 10 ccm 
Wasser zu, destillierte wieder ab und wiederholte dies nochmals. In 
den vereinigten Destillaten fand man 3,1 y Jod. 


Der im Fraktionierkolben verbliebene Rückstand wurde in Wasser 
gelöst und filtriert. Das Filtrat enthielt 7,7 y Jod. Der in Säure un- 
lösliche Rückstand (Kohle) gab beim Erwärmen mit Pottaschelösung 
an diese 64 y Jod ab; nach dem Verbrennen erhielt man noch weitere 
12,2 y. Die gesamte Ausbeute betrug bei diesem Versuch 87 %. 


Es ist auffallend, daß wir bei dem 5. Versuch 22,8 y Jod im Destillat 
gefunden hatten, bei dem 6. Versuch aber nur 3,1y. Das läßt sich 
folgendermaßen erklären. Am Anfang haben wir das Jod als flüchtige 
Jodwasserstoffsäure in Lösung. Je mehr die Auflösung des Eisens 
fortschreitet, um so mehr Kohle wird abgeschieden und nimmt das 
Jod in irgend einer Weise auf. Bei dem 5. Versuch wurde von Anfang 
an ziemlich stark gekocht; da konnte also ein erheblicher Teil der 
Jodwasserstoffsäure entweichen, bevor er durch die Kohle abgefangen 
war. Beim 6. Versuch hingegen erhitzte man bis zur Auflösung des 
Eisens mit ganz kleinen Flämmchen. Als dann die eigentliche Destillation 
einsetzte, war das Jod bereits größtenteils abgefangen. Der 6. Versuch 
zeigt uns, daß tatsächlich die Kohle bei der langsamen Auflösung des 
Eisens die Hauptmenge des Jods enthält und daß dies Jod zum größten 
Teile durch Erwärmen mit Pottaschelösung, zum kleineren Teile erst 
beim vorsichtigen Glühen mit Pottasche abgegeben wird. 


7. Versuch. 


Um genauer nachzuprüfen, welche Nebenbestandteile des Eisens 
wohl adsorbierend auf das Jod einwirken, wurden, wie im 2. Versuch, 
je 10g Eisenvitriol (Merck) unter Zusatz von 100 y Jod als KJ in 
15ccm Wasser und 0,5ccm konzentrierter H,SO, gelöst und mit 
bestimmten Mengen der in der nächsten Tabelle angegebenen Zusätze 
versehen. Mit der Blutkohle erwärmte man die Lösung und schüttelte 
sie ungefähr 5 Minuten lang kräftig. Das Wasserglas wurde in ver- 
dünnter Lösung zugesetzt, so daß keine sichtbare Ausscheidung von 
Kieselsäure erfolgte. Auch hier schüttelte man einige Zeit kräftig. 
Die Arbeitsweise war die des 2. Versuchs. Man fand: 


Zusatz I Menge | yJ Zusatz | Menge yJ 
Kein Zusatz . . . | u | 92 | Chromalaun . 2.1 03% | 92 
Blutkohle. . . . . 0,1 g 43 Nickelsulfat. . . . | (Lie 89 
Wasserglas . . . . 0.6 cem | 80 Kobaltsulfat. . . . | Olg 92 
Manganosulfat dE: 85 Kupfervitriol . . . | Oig 87 
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Der Hauptverlust ist bei Zusatz der Kohle erfolgt. Auch Wasser- 
glas hat einen etwas niedrigen Wert ergeben. Es ist also in erster Linie 
der Kohlenstoff des Eisens, in geringerem Grade wohl auch das Silicium, 
welches bei der Auflösung Jod in saurer Lösung adsorbiert. Die übrigen 
Werte sind teils ganz normal, teils etwas erniedrigt. Wir möchten 
daraus aber keine weiteren Schlüsse ziehen. 


Wir gingen nun zur Untersuchung der Eisenproben über. Die 
Methodik war nach unseren Vorversuchen vorgezeichnet. Sie lehnte 
sich an die bei den Eisenmeteoriten befolgte an. Wir arbeiteten jedoch 
hier stets im Methoxylbestimmungsapparat, da, wie erwähnt, die Auf- 
lösung des Eisens am besten unter Kochen am Rückflußkühler vor- 
genommen wird. Als Waschflüssigkeit für den entweichenden Wasser- 
stoff verwendeten wir 15 ccm Wasser, denen zur Vorsicht meist 0,3 ccm 
gesättigter Pottaschelösung zugesetzt wurden. Diesen Zusatz halten 
wir indessen nicht für notwendig, da die minimale Menge Jodwasser- 
stoffsäure, welche hinauf gelangt — etwa 2%, des vorhandenen Jods —, 
auch durch Wasser zurückgehalten wird. 


Die angewendete Eisenmenge war stets 2g. Statt der Schwefel- 
säure, 2 ccm konzentrierter Säure + 10 Wasser, wurde teilweise auch 
Salzsäure (17 ccm HCl 1: 1) verwendet. Nach vollzogener Auflösung 
ließ man erkalten, goß die vorgelegte Waschflüssigkeit in den Kolben 
und löste die Sulfatkrusten unter eventuellem leichten Erwärmen auf. 
Dann filtrierte man durch ein kleines Filter vom Kohlenstoff und 
Silicium in einen 400 ccm fassenden Kolben ab, machte das Filtrat 
mit Pottasche stark alkalisch und fuhr fort, wie in der vorhergehenden 
Arbeit angegeben. Der in Säure unlösliche Rückstand wurde in einer 
Eisenschale mit etwas Pottasche und einigen Tropfen einer 10 % Lösung 
von Natriumnitrat vorsichtig geglüht. Meist war es angezeigt, ihn 
nochmals in Wasser zu lösen, wieder einzudampfen und zu erhitzen. 
Ein vollständiges Verbrennen ist jedoch nicht nötig und wegen der 
Gefahr der Überhitzung auch nicht angebracht. 


Man löst nun den Rückstand in etwas Wasser, dampft ihn bis zum 
feuchten Brei ein, extrahiert mit Alkohol und verarbeitet den Auszug 
wie gewohnt. Meist vereinigt man die alkoholischen Auszüge der 
Salzlösung und des unlöslichen Rückstandes miteinander zu einer Be- 
stimmung. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle als Milligramme Jod 
im Kilogramm zusammengestellt. Neun dieser Proben haben wir von 
den Ateliers des Charmilles, S. A. in Genf, 17 Proben von den Ludw. 
von Rollschen Eisenwerken in Gerlafingen erhalten (in der Tabelle 
mit „Ch“ bzw. ,,v. R.“ bezeichnet). Zu letzteren Proben sind uns die 
genauen Analysen mitgeteilt worden. Zur Ergänzung dieser Analysen 
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führen wir noch zwei Roheisenanalysen (mit * bezeichnet) aus dem 
Werke von Oberhoffer*) an. 

Wie unsere Tabelle zeigt, ist Jod in allen Eisen- und Stahlsorten 
vorhanden. Wir haben von neuem ein Beispiel für die außerordentliche 
Verbreitung dieses ubiquitären Elements. 

Es lassen sich nach unseren Zahlen keine Beziehungen zwischen 
dem Jodgehalt der Eisensorten und irgend einem Nebenbestandteil 
feststellen. Wir glauben daraus den Schluß ziehen zu dürfen, daß das 
Jod sich nicht vorwiegend als Verbindung eines dieser Nebenbestand- 
teile im Eisen vorfindet. Nach dem Massenwirkungsgesetz ist an- 
zunehmen, daß es in allererster Linie an Eisen gebunden und also 
wohl als Ferrojodid in der Metallschmelze verteilt ist. 


1) P.Oberhoffer, Das technische Eisen, 2. Aufl., Berlin 1925. 


Über die Verteilung 
des Jods zwischen Eisen- und Silikat-Schmelzfluß. 


Zur Geochemie des Jods. II. 


Von 
Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenössischen Gesundheitsamtes Bern und 
dem Mineralogischen Institut der Universität Oslo.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


In einer früheren Mitteilung!) haben wir gezeigt, daß das Jod ein 
ständiger Begleiter der Eruptivgesteine und der gesteinsbildenden 
Mineralien ist und somit in geochemischer Beziehung ausgesprochen 
lithophile?) Tendenzen aufweist. Später hat der eine von uns durch 
Untersuchung einer Reihe von magmatischen Sulfiden und von Meteo- 
riten zeigen können, daß das Jod auch gewisse chalkophile und sidero- 
phile Eigenschaften besitzt. Die in den magmatischen Sulfiden 
durchschnittlich gefundenen Jodgehalte stehen etwas hinter den in 
den früher in Eruptivgesteinen ermittelten zurück. Danach sollte der 
chalkophile Charakter dieses Elements nicht so ausgeprägt wie der 
lithophile sein, eine Tatsache, die auch durch getrennte Untersuchung 
des Troilit- und Silikatanteils eines Meteoriten von Ergheo, Amana, 
Somaliland bestätigt werden konnte3). In einem einzelnen Falle wurde 
auch bei einem gemischten Meteoriten von Bomba der Eisen- und ` 
Silikatanteil getrennt auf Jod geprüft, um das Verhältnis des pro- 
zentualen Jodgehalts der Eisenphase zur Silikatphase zu ermitteln. 
Es wurde gefunden: im Eisen 0,15 mg J im Kilogramm, im Silikat 
1,05 mg J im Kilogramm. Dabei ist zu bemerken, daß für diese Be- 
stimmung sehr wenig Material zur Verfügung stand, und da deshalb 
nur je eine Analyse ausgeführt werden konnte, sind die Zahlen nicht 
ganz sicher. 


1) Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde, diese Zeitschr. 175, 162, 
1926; vgl. auch Norsk geol. Tidsskrift 9, 48, 1926. 

2) Unter den Bezeichnungen lithophil, chalkophil, siderophil sind im 
Sinne von V. M. Goldschmidt (Geochemische Verteilungsgesetze der Ele- 
mente, Videnskapsselskapets Skrifter, Oslo, I, 1923, Nr. 3) die Affinitát 
zur Silikatschmelze. Sulfidschmelze, Fisenschmelze zu verstehen. | 

8) Th. v. Fellenberg, siehe vorletzte Arbeit. 
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Da es aber von erheblichem geochemischen Interesse ist, gerade 
diesen Verteilungsquotienten des Jods zwischen Eisen- und Silikat- 
schmelze genauer kennenzulernen, haben wir es unternommen, die 
Verteilung des Jods zwischen dem metallischen Eisen der Schmelz- 
öfen und den gleichzeitig gebildeten Silikatschlacken zu studieren. 
In der vorhergehenden Mitteilung ist gezeigt worden, daß wir in 
jedem industriell gewonnenem Eisen Jod finden, zwar in wechselnder 
Menge, aber stets ungefähr von derselben Größenordnung wie in den 
Meteoriten. Wir konnten deshalb damit rechnen, daß wir in den Eisen- 
und Schlackenproben stets Jod antreffen würden. 

Die Schlacken weichen in ihrer Zusammensetzung freilich von den 
natürlichen Magmen ab, die Unterschiede sind aber oft nicht sehr 
groß. Wir haben auch die Verteilung bei wechselnder Zusammen- 
setzung der Schlacke untersucht, um zu sehen, ob sie sich mit der 
Basizität der Silikatschmelze erheblich ändert. 

Die Methodik bei der Untersuchung der Eisenproben war die 
gleiche, wie sie in der vorangehenden Mitteilung beschrieben wurde. 
Bei der Untersuchung der Schlacken wurde so vorgegangen, wie früher 
bei der Untersuchung von Gesteinen. 

Um Vergleiche mit den natürlich vorkommenden Silikatschmelz- 
massen ziehen zu können, und um zu sehen, inwieweit die Zusammen- 
setzung einen Einfluß auf den Verteilungsquotienten ausübt, wurden 
die Schlacken analysiert!). 


Tabelle I enthält die Analysen der Schlacken. 


Tabelle I. 
A: Hochofenschlacke einer Steirischen Hütte, Österreich. 


B: Hochofenschlacke, Choindez, Berner Jura, Schweiz. 
C: Kupolofenschlacke „Ateliers des Charmilles“, Genf, Schweiz. 


| A B C 
i | ` om “lo u "le S 
te Ab e 36,47 32,71 56,14 
MO aa a 0,35 0,45 1.95 
Fe0........ 0,42 0,63 7.95 
ALO an | 9.00 12,83 15,16 
MnO. edo l} 6,43 1,90 4,57 
MgO. . 2.2.2... ES E CS 1,00 0,81 
CaO. edo 29.39 48.93 12.78 
Sus aos sa E 1.03 | 0,57 0,03 
Summe: 98.25 99.02 99.39 
— O für S; 0,52 0,28 0,01 
9773 | 9874 | 99,38 


1) Die Schlackenanalysen wurden vom Herrn Ingenieur E. Klürer, 
Oslo, ausgeführt. . 
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Die beiden Hochofenschlacken dürften vielleicht auch etwas CO, 
und eventuell noch Spuren von Alkalien enthalten. Die Zusammen- 
setzung der beiden Hochofenschlacken weicht von der durchschnitt- 
lichen Zusammensetzung der Erdkruste erheblich ab; sie ist auch mit 
keinem natürlich vorkommenden Gestein identisch. Vor allem ent- 
halten die Schlacken keine Alkalien, und das Verhältnis von Kalk zu 
Magnesia ist bedeutend größer als in den Gesteinen. Sie sind auch 
bedeutend basischer als der Durchschnitt der Eruptivgesteine. 

Die Kupolofenschlacke zeigt dagegen ein ganz anderes Bild. Wir 
haben hier eine stark saure Silikatschmelze, die deshalb auch glasig 
erstarrt ist. Die Zusammensetzung deckt sich auch hier mit keinem 
existierenden Gestein, wesentlich weil die Alkalien fehlen. 

Die Jodbestimmungen in diesen Schlacken und dem gleichzeitig 


gewonnenen Eisenguß ergaben die in Tabelle 11 zusammengestellten 
Zahlen. 


Tabelle II. 


| Jodgehalt in mg pro kg | 
Verhältnis 
| Schlacke | Eisen 


iii 060 204 | 100:72 


Wir sehen, daß das Verhältnis von Jodgehalt der Schlacke zum 
Jodgehalt des Eisens etwas schwankt, es ist bei der sauren Kupolofen- 
schlacke am größten; jedoch sind die Schwankungen des Verteilungs- 
quotienten bei diesen immerhin großen Variationen in der Zusammen- 
setzung nicht erheblich. 

Wir finden in Bestätigung der bei den Meteoriten gefundenen 
Tatsachen, daß die lithophilen Tendenzen des Jods gegenüber den 
siderophilen deutlich vorherrschen. 

Wir sind weiter der Ansicht, daß bei derartig geringen Jodmengen, 
um die es sich hier handelt, der Verteilungsquotient lediglich von der 
Zusammensetzung der Schlacke und des Eisens bestimmt wird und von 
der absoluten Menge des Jods unabhängig ist. Bei größeren Jodmengen 
würde sich vielleicht ein anderes Bild ergeben. 

Die Form, in der die Schlacke vorhanden ist, hängt jedenfalls 
von der Zusammensetzung der Schlacke selbst ab. Es wird sich 
wohl nach dem Massenwirkungsgesetz auf die verschiedenen vor- 
handenen Metalle gemäß ihrer relativen Menge verteilen. 
= Man könnte nun versuchen, aus dem Verteilungsquotienten zwischen 
likat- und Eisenschmelzfluß und dem durchschnittlichen Jodgehalt 
er Eruptivgesteine ein Bild über die Jodkonzentration in der Eisen- f 
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phase zu gewinnen. Wir finden dabei eine Menge von etwa 0,1 bis 
0,15 mg im Kilogramm des Eisenkernes. 

Dabei ist aber die Sulfidphase vernachlässigt, und bei der ersten 
Phasenteilung der Erdkugel waren ja alle drei Phasen gleichzeitig 
miteinander im Gleichgewicht. 

Es wurde uns auch ein Gichtstaub von einem ósterreichischen 
Hochofen zur Verfügung gestellt. Es wurden darin 12,7 mg Jod im 
- Kilogramm gefunden. Beim Hochofenprozeß entweichen also erhebliche 
Jodmengen in die Luft. Diese Jodmengen sind dann später von dem 
Gichtstaub im Kamin absorbiert worden, daß es sich um zerstäubte 
Schlackenanteile handeln sollte, die von vornherein diese großen Jod- 
mengen enthalten haben, ist völlig ausgeschlossen, da die Jodkonzentra- 
tionen um ein Vielfaches gegenüber der der Schlacke (vgl. Tabelle II) 
erhöht sind. In Übereinstimmung mit diesem Befund steht auch die 
Tatsache, daß beim Verbrennen von Kohlen große Jodmengen ent- 
weichen, so hat der eine von uns früher im Ruß eines Zentralheizungs- 
kamins 38,9 mg J im Kilogramm, und in einem pulverigen Ansatz oben 
am Kamin 19 mg J im Kilogramm gefunden!). 

Es sei in dieser Verbindung darauf hingewiesen, daB Krafft?) und 
Keyssner?) eine Jodanreicherung im Zementflugstaub feststellen 
konnten. | 

Wir haben also hier die direkten Beweise auch für einen deutlich 
atmophilen Charakter des Jods, und zwar scheint der atmophile Charakter 
bedeutend vorzuherrschen. 

Aus dem Vorhergehenden können wir zusammenfassend den 
Schluß ziehen, daß das Jod sich bei der ersten Phasenteilung der Erd- 
kugel auf alle Phasen verteilt hat. 

Es ist jedoch der lithophile Charakter gegenüber der chalkophilen 
und siderophilen deutlich vorherrschend. Auch ist es möglich, daß der 
atmophile Charakter auch den lithophilen übertrifft. Die vorliegenden 
Untersuchungen berechtigen uns aber noch nicht zu einem derartigen 
Schluß. 


1) Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 189, 437, 1923. 
2) Chem.-Ztg. 48, 49, 1924. 
3) Ebendaselbst 49, 821, 1925. 


Über @renzflächenaktivität bzw. -energie an verschiedenen 
Grenzflächen und deren spezifisches Adsorptionsvermögen. 


Von 
P. Rehbinder. 


e | 
(Aus dem Institut für Physik und Biophysik, Moskau.) 


(Eingegangen am 28. April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In vorliegender Arbeit bringen wir Messungen, welche wir zur 
Untersuchung der Eigenschaften von Adsorptionsschichten an ver- 
schiedenen flüssigen Grenzflächen!) vorgenommen haben. 

Für solche Grenzflächen haben wir die Kinetik der Schichtbildung, 
die Grenzflächenenergie und Adsorption, wie auch die Festigkeit der 
Schicht bei verschiedenen Konzentrationen (c) und Temperaturen (t) 
und die Bildung der Emulsionen bzw. des Schaumes untersucht. 

Wie bekannt, werden die sogenannten grenzflächenaktiven Stoffe, 
welche die Grenzflächenenergie (die Grenzflächenspannung 0) an der 
Grenze zweier Phasen herabsetzen, an dieser Grenzfläche adsorbiert. 

In wässerigen Lösungen der meisten organischen Stoffe sind die letzteren 
gewöhnlich grenzflächenaktiv. In Lösungen der sogenannten inaktiven 
Stoffe aber (z. B. anorganische Salze) ist das Wasser selbst grenzflächen- 
aktiv, und in diesem Falle ist die Salzlösung als eine Lösung von Wasser in 
Salz zu betrachten ?). 

Nicht nur Moleküle, sondern auch Ionen, können grenzflächenaktiv 
sein, wie das u. a. auch aus unseren früheren Messungen ?) hervorgeht. 

In einer früheren Arbeit?) habe ich vorgeschlagen, als Maß für die 
EE: 
Ae 
46 die einer kleinen Konzentrationszunahme Je des aktiven Stoffes 


Grenzflächenaktivität die Größe (a. h. — ei anzunehmen, wo 


1) D. h. an der Trennungsfläche zweier flüssiger Lösungen sowie an 
solchen flüssige Lösung/Gas (Dampf). 

"TP. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 103 bis 126, 1926. 

") Ebendaselbst 111, 460, 1924. 

"Le, 111, 448, 1924. 
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entsprechende Spannungsverminderung ist. Diese Funktion bezeichnen 
wir einfach durch @ und schreiben: 


= do o aa 
a= Lë GE Ee lea 


(bei konstanter Temperatur). 


d 
Da die Grenzflächenspannung 6 in E (= ZA) gemessen wird, 


Mol 
so muß man, wenn c in —— oder in Gew ichtsprozenten (9) aus- 


Liter 
Mo! 
gedrückt ist, die Grenzflächenaktivität Œ in a "`. bzw. in 
qcm Liter 
erg 
—— / 1% ausdrücken. 8 
qem 


Um die Frage nach der Abhängigkeit des Adsorptionsvorganges 
von der Natur der Grenzfläche, d. h. von der Natur der sie bildenden 
Phasen zu erklären, muß man die Grenzflächenaktivität irgend eines 
aktiven Stoffes an verschiedenen glatten Trennungsflächen messen !). 
Dies geschieht durch Messungen der Grenzflächenspannung 6 bei ver- 
schiedenen Konzentrationen des zwischen beiden Phasen verteilten 
aktiven Stoffes. Aus diesen Messungen berechnet man mit Hilfe des 
bekannten Gibbsschen Satzes die auf l qem adsorbierte Stoffmenge, 


Mol 
d.h. die Adsorption I’ in mn on 
gem 
do N 
E, EE d rn 


Hier ist R die Gaskonstante in erg /Mol (R = 8,316. 10°), T die ab- 
solute Temperatur und A die Zahl der Molekülein 1 g-Mol — N = 6,06. 1023 
Wenn das Molekulargewicht des aktiven Stoffes in der Lösung unbekannt 
ist (Semikolloide, manche Farbstoffe usw.) und demnach c in Prozenten 
ausgedrückt ist, so ist es zweckmäßig, statt der absoluten Adsorption (I) 
die ihr proportionale Größe (c . OI (siehe Formel) zu berechnen. 


Aus der 6 — c-Kurve können wir die Adsorptionsisotherme T’= f (c) 
(s. Abb. 1) erhalten, d.h. I’ oder (c.@) für verschiedene c finden. 


1) Die direkten Messungen der Adsorption an Pulvern oder an porösen 
oder quellenden Körpern mit großer innerer Oberfläche, wie Kohle, Ge- 
webe usw., können zu diesem Zwecke nicht dienen, da man die Oberfläche 
solcher Adsorbenzien nur sehr angenähert bewerten und die Adsorption 


Adsorbierte Menge 


= —- - nicht berechnen und für verschiedene Grenz- 
Flächeninhalt 


flächen nicht vergleichen kann. Außerdem werden in diesem Falle die 
Adsorptionserscheinungen infolge einer nicht glatten, Oberfläche auf- 
saugender Wirkung der Kapillarporen usw. viel komplizierter. 
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G stellt immer eine Funktion der Konzentration e des aktiven 
Stoffes und der Temperatur T dar!). 


Die Grenzfláchenaktivitát G nimmt mit c ab, und bei manchen Stoffen 
ist ihr Maximalwert G, bei c = 0 (s. Abb. 1 und Tabelle IV), d. h. bei 
kleinsten Konzentrationen bedingt die c-Zunahme (4c) die größte Spannungs- 
verminderung (40); es ist immer G < @,. Bei höheren Homologen jedoch 
und allgemein bei hochmolekularen sehr aktiven Substanzen weist GQ ein 
Maximum beı einer bestimmten, aber noch sehr kleinen Konzentration 
cr auf (s. Abb. 1). Diese Änderung von G mit c entspricht dem Verlauf der 
Adsorptionsisotherme T’ = f(c). Im Anfang nimmt T steil zu und strebt 
dann einem konstanten Grenzwerte I. zu?) (s. Abb. 1). Für sehr aktive 
Stoffe zeigt I’ bei einer kleinen Konzentration einen Wendepunkt, der dem 
G-Maximum entspricht. 


1. Messungsmethode. 


Die Messungen der Grenzflächenenergie werden mit Hilfe des von mir 
konstruierten Apparats, welcher auf dem Prinzip der Tropfen- bzw. Blasen- 
druckmethode [.M. Cantor?)] beruht, vorgenommen. 

Meine früheren Untersuchungen haben gezeigt, daß die Steighöhen 
wie auch die Tropfenzahlmethode an Lösungen (d. h. an Adsorptions- 
schichten) häufig fast unanwendbar sind 1). 

In meinem Apparat bilden sich durch Druckänderung, die mit Hilfe 
eines speziell konstruierten Quecksilber-Aspirators erzeugt wird, Tröpfchen 
einer der zwei Flüssigkeiten in der anderen, oder Bläschen eines Gases 
(Dampfes) in einer Flüssigkeit. Die Kapillarspitzen, aus welchen die Tropfen 
(bzw. Blasen) treten, werden in Form einer Pipette, immer mit scharf ab- 
geschnittenem Rande der Kapillaröffnung hergestellt. Ein und dieselbe 
Kapillarspitze ermöglicht Messungen an beliebigen flüssigen Grenzflächen 
(auch an der Grenze Flüssigkeit/Luft) auszuführen. Der Aspirator gestattet 
die Druckdifferenz im Apparat (welche mittels eines Alkoholmanometers 
gemessen wird) und hiermit die Austrittsgeschwindigkeit der Blasen 
(bzw. Tropfen) sehr allmählich zu ändern. Die Grenzflächenspannung 0, 
ist dem Druck der Tropfen- bzw. Blasenbildung bei genügend dünner 
Kapillarspitze direkt proportional: 0, = Ap, wo A die Konstante der 
Kapillarspitze ist. 

Man konnte dynamische wie auch statische 0-Werte erhalten (es wird 
eine solche Bildungsdauer eines Bläschens bzw. Tröpfchens erreicht, bei 
welcher sich die Spannung mit der Geschwindigkeit der Tropfenbildung 
nicht mehr ändert). Auch läßt sich auf diese Weise die Kinetik der Schicht- 
bildung wie auch die Verteilungskinetik eines aktiven Stoffes zwischen zwei 
Flüssigkeiten verfolgen. 


1) Über die Abhängigkeit von T siehe meine andere Arbeit in dieser 
Zeitschrift. 

2) Meine Messungen haben gezeigt, daß die Adsorptionsgrenze Pu 
von der Natur der Grenzfläche und von 7 (für eine gegebene aktive Gruppe) 
unabhängig ist. Für die Fettsäurenreihe z. B. (aktive Gruppe — COOH) 
ist Po = 3,1. 101% Molekül/qem. 

3) Ann. d. Phys. (3) 42, 422, 1892. Die eingehende Beschreibung des 
Apparats wird an anderer Stelle gegeben werden. 

4) Journ. of appl. Phys. 1, 1 bis 4, 115. 1924 (russisch); s. auch Zeitschr. 
f. phys. Chem. 111, 450, 1924. 
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Mit diesem Apparate haben wir auch den Verlauf der Reaktionen, bei 
welchen sich die Oberflächenaktivität @ stark ändert, untersucht [Alkohol- 
gárung, lipolytische Spaltung des Tributyrins (Rona) usw.]. Bei allmáhlicher 
Blasenbildung mißt man in bestimmten Zeitintervallen den Manometer- 
druck. Die erhaltenen 0-Zeit-Kurven geben uns eine Darstellung der 
Reaktionskinetik. Solche Messungen scheinen uns bequemer und offenbar 
genauer als die stalagmometrische Untersuchung (Rona). 


2. Spezifisches Adsorptionsvermögen verschiedener flüssiger Grenzflächen. 


Eine der wichtigsten Eigenschaften der Grenzflächenaktivität G 
ist die, daß sie von der Natur der Grenzfläche wie auch von der Natur 
des aktiven Stoffes sehr stark abhängt. Nach der Langmuir-Harkıns- 
schen Auffassung!) über die Orientierung von adsorbierten Molekülen 
müssen solche Stoffe grenzflächenaktiv sein, deren Moleküle aus zwei 
Gruppen möglichst verschiedener Polarität bestehen: die eine Gruppe (A) 
muß stark polar (hydrophil, wie — OH, — COOH), die andere aber (B) 
unpolar (inaktiv) sein (z.B. ein Kohlenwasserstoffradikal darstellen). 

Betrachten wir jetzt die Abhängigkeit der Adsorbierbarkeit, 
d.h. der Grenzflächenaktivität von der Natur der Trennungsfläche. 
Solche systematische Untersuchungen sind, wie mir bekannt, noch 
nicht ausgeführt worden und können auch in biologischer Hinsicht 
von bedeutendem Interesse sein?). 

Die Grenzflächenaktivität, d.h. die Adsorbierbarkeit der A B- 
Moleküle muß um so stärker sein, je größer der Polaritätsunterschied 
der Phasen 1, 2 ist, d.h. je größer die Polaritát z. B. der Phase 1 und 
je kleiner die der Phase 2 ist. Das zeigen unsere Messungen der @ von 
Fettsäuren, Adrenalin, einigen Farbstoffen der Triphenylmethanreihe, 
wie auch die von Dr. N.Okuneff mit unserem Apparat (s. oben) vor- 
genommenen Messungen der Aktivität des Farbstoffs Trypanblau®) an 
verschiedenen Trennungsflächen. 

Da Wasser und verschiedene mit Wasser nicht völlig mischbare or- 


ganische Flüssigkeiten gewöhnlich ganz verschiedenen Charakter haben, 
d. h. sich nach ihrer Polarität scharf voneinander unterscheiden (die Löslich- 


1) Irv. Langmuir, Journ. Amer. Chem. Soc. 89, 1848, 1917; W.D. 
Harkins, ebendaselbst 38, 1916; 42, 700, 1920 u. ff. 

2) In biologischer Hinsicht ist es viel zweckmäßiger, die Grenzflächen- 
aktivitát an der (Grenze zweier flüssigen Phasen (Wasser ‚flüssige Kohlen- 
wasserstoffe, Lipoide usw.) zu messen. Die erwähnten Grenzen sind den in 
den Organismen befindlichen viel näher als die Grenze Flüssigkeit /Luft (Gas). 
Spannungsmessungen an der Grenze zweier Flüssigkeiten sind früher 
besonders von OG. A. Antonoff [Diss. St. Petersburg 1914 (russisch)], W. D. 
Harkins und Mitarbeitern (Journ. Amer. Chem. Soc. 88, 242, 1916; 43, 35, 
1921 usw.), W.C. McLewis (Phil. Mag. 15, 499, 1908; 17, 466, 1909), 
O. Lorant (Pflügers Arch. 157, 238, 1914) und Bubanovic (Meddel. fr. K. 
Vetensk. Nobelinst. 1911) vorgenommen worden. 

8) Erscheint demnáchst im Druck. 
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keit mancher Stoffe ist im Wasser und in Flüssigkeiten, wie z. B. Benzin, 
Benzol, Triolein, ganz verschieden), so sind manche Stoffe an der Trennungs- 
fläche Wasser /hydrophobe organische Flüssigkeit (z. B. ein flüssiger Kohlen- 
wasserstoff) häufig viel grenzflächenaktiver als an der Grenze wässerige 
Lösung/Luft (oder Dampf) (s. Tabelle IV, V). 

Als Maß des Polaritätsunterschieds zweier flüssigen Phasen können 
wir den absoluten Wert der Grenzflächenspannung (0,,), an der Grenze 
dieser Phasen in reinem Zustande, wie auch ihre gegenseitige Löslich- 
keit ansehen: Je größer der Wert (6,,),, je kleiner also die gegenseitige 
Löslichkeit beider Phasen ist, desto größer ist ihr Polaritätsunter- 
schied!). Z. B. zeigt Wasser an der Grenze mit unpolaren organischen 
Flüssigkeiten eine bedeutende (0,,), (e. Tabelle I). Im Gegenteil ist 
an der Grenze zweier organischen Flüssigkeiten (kleiner Polaritätsunter- 
schied), wenn sie nicht mischbar sind (dann ist 0, = 0), nur eine geringe 
Grenzflächenspannung (06,7) vorhanden, und es lassen sich für solche 
Grenzflächen keine aktive Stoffe erwarten. 


Tabelle I. 
Polaritätsunterschied und gegenseitige Löslichkeit. t = 20°. 


| 
H,0 HO ; H0 | H0 | H,0 


Treuungsflichen eS A A 
(0,2), in erg/gem . 49,7— 40,0 32,1 27,7 8,0 10,0—9,0 


Luslichkeit des 2. 
Stoftes im 1. (i. Dia) ven 0,06 lo 0,6 Do 3,3 o 6,5% 


| (praktisch unlöslich) 


moi CHOH O| H,O 


Trennungsflächen GH OD CS, CHOH 

(oia) in erg'qem . 1,8 0,82 0 

Löslichkeit des 2. ' 
Stoffes im 1. (3. Olai 10,0 Die 50,4%, oc (völlig mischbar) 


Die Polarität einer flüssigen Phase, d. h. das Bestreben ihrer Moleküle, 
sekundäre Valenzen zu entwickeln, ist durch die Intensität des Molekular- 
kraftfeldes (durch oe) bestimmt, und muß sich parallel ihrer Assoziations- 
fähigkeit und der Dielektrizitátskonstante DK ändern. In der Tat sehen 
wir, daß die DK sich völlig parallel den o, und G-Werten ändert (siehe 
Tabelle II, III). 


Es ist leicht verständlich, daß der Polaritätsunterschied zweier 
Lösungsmittel (und demnach G an ihrer Grenze) um so größer ist, je 
verschiedener die Löslichkeit des aktiven Stoffes in beiden Phasen: 
Der stark aktive Stoff kann in Wasser leicht löslich und in der zweiten 


El Es ist interessant, zu bemerken, daß B. Iliin in seiner elektrischen 
Theorie der Adsorption (Zeitschr. f. Physik 83, 435, 1925) theoretisch 
gezeigt hat, daß die Adsorption eines Gases parallel der anfänglichen Ober- 
flächenenergie des festen Adsorbens vor sich gehen muß. 
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Flüssigkeit (z.B. Benzol, Petroläther, Hexan, CS,, CHCI,, Öle und 
andere) praktisch unlöslich sein (wie manche von uns untersuchte 
Stoffe) oder umgekehrt, wie z. B. einige lipoidähnliche Stoffe. 

Um experimentelle Beweise für das Gesagte zu finden, haben wir 
zwei Versuchsreshen vorgenommen: 

1. Wir haben für die Grenze Wasser /Phase II Wasser durch andere 
polare hydroxylhaltige Flüssigkeiten ersetzt [der Reihe nach HOH, 
C,H,(OH), (Glycerin), C,H,(OH), (Äthylenglykol) und CH¿OH oder 
C,H,OH genommen] und die Grenzflächenaktivität, d.h. die Ad. 
sorbierbarkeit eines zwischen beiden Phasen verteilten aktiven Stoffes 
(z.B. p-Kresol CH,C,H,OH), untersucht. 

2. Für die Grenze Wasser/Phase II haben wir für die Phase II 
der Reihe nach Flüssigkeiten mit zunehmender Polarität genommen und 
folgende Grenzflächen untersucht: 

Wasser—Aliphatischer Kohlenwasserstoff (Hexan, Benzin, 
Petroläther), 

Wasser— Aromatischer Kohlenwasserstoff (Benzol), 

Wasser— Höhere Fettsäuren (Ölsäure und andere), Ester 
(Triolein, Olivenöl und andere). 


L, E 7 
ES 
ARS 
Sy 
fos 
> 
| 
30 s 


g-Mol 
cm? 


2 
.S 3 
a 
gs" 
S 
S 
$ ó o 
KS só e o 
05 tA 
I „Mol 
Konzentrat n es 
01 02 03 


Abb. 1. 
o—csKurven und Adsorptionsisotbermen an verschiedenen Trennungsflächen. 
1,2,3,4:7 = f(c) (Adsorptionsisothermen) der n-Buttereäure an den Grenzflächen 1. H3 O-Luft, 
2. Hz O-Hexan, 3. H} O-Benzol, 4. H20+Olivenól. 5, 6,7: o — coKurven des p-Kresols an den Grenz» 
flächen 5. Hz, O»Luft, 6. Glycerin-Luft, 7. Glykol-Luft. 
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Sämtliche Ergebnisse [von denen wir hier nur einige Beispiele 
anführen!) (Tabellen 11, 111 und IV, Abb. 1)] haben gezeigt, daß Q 
mit dem Polaritätsunterschied und demnach mit (6,,), in der Tat 
stets zunimmt. 


An der Grenze H,O-Lösung/Hexan hat G für Formylviolett und für 
Eosin fast dieselben Werte wie an der Grenze H,0O/C,H,. 

An der Grenze wässerige Lösung /Luft sind diese Farbstoffe weniger 
aktiv. Für Formylviolett haben wir bei c = 1,752% und bei einer 
Existenzdauer der Oberfläche t = 1 Minute: Au = 15,4 erg/gem, bei 
T = ] Stunde 40 Minuten: 40 = 19,4, bei 7 ~ 20 Stunden: 40 = 22,3 


Tabelle II. 


Grenzflächenaktivität an Trennungsflächen mit abnehmendem Polaritäts- 
unterschied. t = 20°C. Aktiver Stoff: p-Kresol?). 


CH, 
Es 
Orientierung in der Schicht: | 
: polare Phase 
7 P 
ÓH y 
| ` 
b SS 25 Maximale Maximale 
No k y | ee E 
WEE ei aktivität des aktivität des 
Polare  Ehase | s| As A p-Kresols an En ah He | prKresols an 
ER ch er Grenze ee | der Grenze 
A E S Phase/Luft ` ` Phase 1/C¿ He 


72,8 ergigem | 760 ZE DCH | 32,1 erglgem Ä Zn 


HOH | 81 Mad he 
MoljLiter NoljLiter 


Wasser | 


OH d 0. | 0 


Methylalk. | 


1) Ausführliche Messungsdaten werden in einer weiteren Arbeit ge- 
bracht werden. 

i 2) Offenbar sind die aktiven Stoffe der Fettreihe an der Grenze 
Wasser /Benzol stärker aktiv, ale an der Grenze Wasser/Luft (s. Tabelle IV 
und vgl. S. 28), die aromatischen Stoffe dagegen, welche einfach 
(wie p-Kresol) in der Schicht orientiert sind, verhalten sich umgekehrt 
(da man an der Grenze H,0/C,H, schon eine Schicht von orientierten 
Benzolringen hat). 
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Tabelle III. 


Grenzflächenaktivität an Trennungsflächen H,O/Phase II. t = 20°. 
Aktiver Stoff : n Buttersáure, Farbstoffe: Formylviolett und Eosin (Na-Salze). 


H,O 


H,O 
Hexan, Petroläther (1 E Ce H 


Olivenöl, Olsáure 


Grenzen 
Anfängl. Grenz- | 
flächenspannung | 49,7—40 32,1 20—12 0 
(9190 | 


Za 


D, ge D; | 
Differenz d. DK |} (81—1,9) = 79,1| 78,7 78,0 (81-31) = 50 

beider Phasen || 
(@ maximale | 


Gu > Ga > Ga) > Gu) 
Gu = 


Abnelımender Polaritátsunterschied — 


Grenzflächen- + 

aktivitát) | 
@ maximale | 
Grenztlächen- | 
aktivitát der | 530 110 
n CHCOOH | 


90 0 


Tabelle IV. 


Adsorption und Grenzflächenaktivität der n Buttersäure an verschiedenen 
Trennungsflächen (der Reihe 2) bei t = 20°. 


(Das Verteilungsgleichgewicht ist erreicht.) 


die Konsentrallon-in EE dk O Pala da EE E 
C 10 onzentration in O f iter (ın 2U- ase); in Mol; Liter dare 
zi R . Molekül abs. N Së EET 
dsorption ın E 7 = pp C (siehe $ ). 
| Grenzfläche 
ein '| HzO/Luft H O¡Hexan H. O'Benzol H; O;Olivenöl 
ee: Molekül ps Molekül Molekül Molekül 
| q ‚rMolkäl| q ;pMolckil oe ;pMolekü ç | pMolekül 
lo gem ı | gem gem qcm 
MEAR A Ne a E 
o Los o ¡530 uol o "an o 
0,006 | — — 400 Kee, ez — = 
0,010 220 10,55.104" — | :100 '0,25.1014 80,0 | 0,20.1014 
0,012 — — Kl 0.77. 104. — ' — y — — 
0,020 181.3 0,86.1014 225 ,1.10.101% 75,0 0.37.1014 65.0 . 0,33,1014 
0,040 138 :1,35.1014 138 11.38.10 55,0 0.55.1014 45,0 | 0.45.1014 
0,060 [1106 11.62.10! 50,0 0,75.101 , 37,5 | 0.56.10-4 
0.080 91,3 1.86.1014 100 | 1.98. 1014 — | — 30,0 | 0.60.1014 
0,120 75,0 22 10 80,0] 24. 1.104, 30.0: 0.90.1014" — — 
0.160 625 25 .1054 | 28,0 1,10. Ge 17,5 | 0,72.101% 
0,200 50,0 |2,6 .1014 62,5 i 31.104 —_ — 15.0 | 0,78.1014 


Molekúl ads. 


Adsorptionsgrenze So = 3,1—3,2 . 1014 
qem 


wu ri ~ 
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Tabelle V. 


Grenzflächenaktivität und Adsorption von Farbstoffen: 
violett S4B (Bayer): 
HAN (C: Hs)C HC, H, SO, Na 
C(0H)C¿H,N(C,Hs)a 
C,H,N(C,H,)CH,C,H,SO,Na 
und Eosin (wasserlóslich) (Tetrabromfluoreszein, Na-Salz): C„H,Br,O,Na, 
(British Drug House). 
t = 20°C. Trennungsfläche: Wasser /Benzol!). 


Formyl- 


Formylviolett | Eosin 
H Ö-Phase | e ergigem Allo en | 
$ o in E (Spannungs. G in "oi, Rose o Idee, G 
d | vermind.) nale Größe 
o | 321 | 0 4500 o r321] o]|—]| 0 
0.0005 © 30,4 1,7 4500 225 "— | —-|—-| — 
0.0010 | 26,5 | 5,6 4000 40  "316| 05 550| 0,55 
0,0020 | 242” 7,9 2600 50  ,30,8| 1,3| 500 | 1,00 
0,0030 | 22,2 9,9 Së _ 30,4| 1,7| 480 | 1,44 
0.0050 ` 18,7 13,4 = — 29,5: 2,6 | 410 | 2,05 
0,0080 16,6 15,5 500 40 1285. 3,6| 280 | 2,24 
0.010 15,8 16,3 400 40 28,1, 4,0, 250 | 2,50 
020 | 129 19,2 200 4.0 26,4. 5,7| 140 | 2,80 
0,040 || 10,7 21,4 95,0 88 "28 73| 60| 2,40 
0,175 | 7,9 24.2 — *) =|=|=| — 
1456 |  — = e 20,5 116| — | — 
1,750 3,8 28,3 = [eo sa e. ES 


*) Der Grenzwert ~v 4,5 ist schon bei c = 0,001 °/, erreicht. 


(Grenzwert). Für Eosin (c = 1,4569, ) beit = 20 Minuten, do = 1,6 erg/qcm 
und nur bei 7 = 47 Stunden (!) 40 = 9,4 (der Grenzwert, d. h. die 
statische 0, ist erreicht). 

Die Formylviolettlósungen ‚‚altern‘‘ beim Stehen an der Luft, und ihre og 
nimmt mit der Zeit zu (l nimmt ab). 


8. Grenzflächenaktivität und Verteilung des aktiven Stoffes 
zwischen zwei Phasen. 


Wenn man von dem Zusammenhang der Verteilung eines aktiven 
Stoffes zwischen zwei flüssigen Phasen und seiner Grenzflächen- 
aktivität an der Trennungsfläche dieser Phasen spricht, so muß man 


1) In allen Fällen (Tabellen I bis VII) ist das Verteilungsgleichgewicht 
vollständig erreicht. 
= °) Messungen nach der Steighöhenmethode. Bei Farbstoffen ist die 
Kinetik der Schichtbildung an der Grenze wässerige Lösung/Dampf (Luft) 
von sehr langer Dauer und beträgt z. B. für Eosin etwa 47 Stunden. Dies 
erklärt die scheinbare Inaktivität einiger Farbstoffe bei Blasendruck- bzw. 
stalagmometrischen Messungen, da sich während 5 Sekunden bis 1 Minute 
die Adsorptionsschicht überhaupt noch nicht bilden konnte. 
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zwei verschiedene Grenzflächenaktivitäten, @, und @,, jede von einer 
Seite der Grenzfläche betrachten. Wenn die Verteilungs- (d.h. Gleich- 
gewichts-) Konzentrationen in beiden Phasen c, und c, sind, dann ist: 


EE BEI 
G = Je, a er 
Ac, und Ac, sind durch den „Verteilungssatz“ gebunden. Im Falle 
des einfachsten Verteilungssatzes + — K = const, haben wir für den 
; | 
Zusammenhang zwischen c}, Go und beiden Grenzflächenaktivitäten?) 
G,.C, = Q-C, oder A = K,¿ = Verteilungskoeffizient, 


erhalten, d. h. auf der Seite, auf welcher der aktive Stoff weniger löslich ist 
(c, < ĉa), ist er grenzflächenaktiver (G, > G,). 


Bei Emulgierung wird stets die Phase dispers (z. B. Phase 2), in welcher 
die Konzentration des Emulgators c, < c, und demnach G, > G, ist. Für 
in Wasser leicht lösliche aktive Stoffe, für welche die Konzentration in der 
anderen Phase B (C,H, Hexan, Petroláther). Cing viel kleiner ist 
(Cin B < Cin H30), ist Gg (auf der B-Seite) viel größer als auf der H,O- 
Seite; d. h., daß die geringste Cam-Zunahme in B eine bedeutende 0,,- 
Abnahme hervorruft. 

Bei einer Phasenumkehr in Emulsionen, d. h., wenn die disperse 
Phase (2) Dispersionsmittel wird und umgekehrt, werden offenbar die 
Löslichkeitsverhältnisse des Emulgators verändert: Vor der Phasen- 
umkehr ist c > & und G, < @,; nach der Umkehr aber wird c, CG und 
G, < G, sein. 


Tabelle VI. 


Grenzflächenaktivität und Verteilung. Trennungsfläche Wasser/Hexan. 
Aktiver Stoff: n Buttersäure. t = 20°. 


Ha O;-Phase | Hexan»Phase 
do 
4,0 G= “Ac Hex G 
«Mol ar Mol | jp _ergiacm 
n Liter | in Mal her | n Titer Mol;Liter | 
— ee Ya ge — == F 
C 
0,0070 350 | 0,0012 1980 | 0 — pg, Ex pa 
| | CHex G4,0 
CHO GHex 
0,0300 180 0,0042 1360. | le EE er 
| i | CHex Gn-0 


1) P. Rehbinder, Journ. d. Russ. Phys -Chem. Ges., phys. Teil, 58, 
524, 1926 (russisch). Bei einem komplizierteren Verteilungssatze, z. B. von 
n 


c ; c 
der Form + = K,» haben wir: G,c, = Das: 
Cy n 
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4. Grenzflächenaktivität und Adsorbierbarkeit von Adrenalin. 


Unsere Messungen der Grenzflächenaktivität haben gezeigt, daß 
die G-Werte zur Beurteilung der Reinheit eines aktiven Stoffes wie 
auch zur Standardisation komplizierter pharmazeutischer Präparate 
dienen können. Wir führen hier nur die zusammen mit Frau Cl. Rehbinder 
gemessene 0 und @ verschiedener Adrenalinpräparate an. 

Reine kristallinische Adrenalinbase wurde immer in n/10 HCl gelöst; 
die sauren Adrenalinlösungen (d. h. Lösungen von Adrenalinsalzen) sind 
gegen Oxydation viel beständiger!) als alkalische Lösungen. 

Um zu untersuchen, ob die Adrenalinbase, d. h. Adrenalinmoleküle, 
oder aber die Adrenalinsalze (d.h. Adrenalinkation) grenzflächen- 
aktiver sind (stärker adsorbiert werden), haben wir einen kleinen 
KOH-Überschuß zu den untersuchten Lösungen hinzugefügt (vgl. 
Abb. 2 und Tabelle VII). 


Das reinste synthetische Präparat — Suprarenin von vorm. Meister 
Lucius und Brüning hat sich an der Grenze wässerige Lösung /Luft 
als ganz inaktiv, an der Grenze wässerige Lösung/C,H, aber als aktiv 
erwiesen, jedoch nicht sehr stark (s. Tabelle VU und Abb. 2). 


Außerdem wurde natürliches Adrenalin (aus Nebennieren) unter- 
sucht, welches im Moskauer Institut für Endokrinologie hergestellt 
worden war und nach Versuchen von Dr. S. M. Pawlenko?) eine gleiche 
physiologische und pharmazeutische Aktivität wie das benutzte Supra- 
renin hatte. Durch gewöhnliche Analyse wurden in diesem Präparat 
keine organische Beimengungen nachgewiesen. 


Seine wässerige Lösung 8,5: 1000 zeigt an der Grenze mit Luft 
eine d= 50 erg/qcm (für reines H,O ist o = 728). An der Grenze 
Lösung;C,H, aber erwies sich natürliches Adrenalin als außerordentlich 
aktiv (s. Tabelle VIT), nämlich 38mal (!) aktiver als Suprarenin HCl. 
Diesen Unterschied kann man durch Spuren analytisch nicht nach- 
gewiesener, äußerst grenzflächenaktiver (lipoidähnlicher) Stoffe erklären. 


Abb. 2 und Tabelle VII zeigen deutlich, daß die Adrenalinbase 
bedeutend aktiver als das Adrenalinsalz ist. 


Spezielle Messungen zeigen, daß Adrenalin in C,H, unlóslich ist (es 
geht aus der H,O-Phase in die Benzolphase praktisch gar nicht über). 


1) Da alle Messungen mit unserem Apparat nach einer Tropfen- bzw. 
Blasendruckmethode ausgeführt wurden, so konnte man bei Blasendruck- 
messungen H, oder N, anstatt Luft (an der Grenze Lösung /(+as) verwenden. 
An der Grenze Lösung/C,H, schützt die Benzolschicht die Lösung vor 
jeglicher Oxydation: letztere ist jedoch nur mit dem Schwinden des Adre- 
nalins, aber nicht mit dem Auftreten neuer aktiver Stoffe verbunden. 

2) Herrn Dr. S. M. Pawlenko spreche ich für die überlassenen Adrenalin- 
präparate meinen besten Dank aus. 
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Tabelle VII. 
Grenzflächenaktivität verschiedener Adrenalinpräparate an der Grenze 
wässerige Löeung/C,H,. 


0,9 in erglgem 


c in 0/7 der 
Adrenalinbase 


Supraren. 
in Ola KOH ı 


Adren. nativ. 


Supraren. 
in 0,ln HCI 


in 0,1n HO 


32,1 
246 Die Adsorption der Supra 
20,9 reninbase bei c = 0,680). 65 0), 
169 = 0,0% Mol/Liter: 
12,6 r = 21.101, Molekül ads. 
cm de 
0 5 op ne Geenzfläche 
0,800 3.0 
os Oo e Suprarer, ACT 
E ak, Y 5 h 
S" k Yo 3 
3 N S H Supraren. Base 
` Eosin > 
Ş 
S 
GI 
Š 
N 5 Formylviolett 
N70 
3 Adrenalin nat. 
T 
Konzentration des Adrenalins in Yo O 
Q2 04 DE 08 
002 04 066 008 
Konzentration d. Formylvioletts bezw. Eosins in Y 


Abb. 2. 
o—c»Kurven von aktiven Farbstoffen und von Adrenalinpriparaten. Trennungsfläche Wassers. 
Benzol. 1. Formylviolett, 2. Eosin, 3. SuprareninsBase, 4. Supraren .H CI, 5. Adrenalin nativ. 


Wir glauben, daß die biologische Wirkung des Adrenalins noch bei 
sehr kleinen Konzentrationen, wenn auch nur teilweise, durch seine Ad- 
sorption an den Trennungsflächen erklärt werden kann. Wenn in der Lösung 
c = 0,65% = 0,036 Mol/Liter ist, so ist an jedem l qem der Grenzfláche 
wässerige Lösung /Benzol ein Überschuß von 2,1 .10!* Adrenalin-Molekülen 
vorhanden!). 


Zusammenfassung. 


1. In vorliegender Arbeit ist gezeigt, daß die Grenzflächenaktivität 
eines aktiven Stoffes an der Grenze zweier Phasen mit dem Polaritáts- 


1) Untersuchungen der Grenzflächeneigenschaften (speziell von Adrenalin 
und von Farbstoffen) an Trennungsflächen verschiedener Polarität werden 
von uns weiter fortgeführt. 
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unterschied dieser Phasen immer zunimmt; so sind z. B. manche auch 
biologisch wichtige Stoffe, wie Farbstoffe, Adrenalin, Fettsáuren (siehe 
$.28), an der Grenze H,O/Kohlenwasserstoff (Petroläther, Benzol) 
viel grenzflächenaktiver, d.h. stärker adsorbiert als an der Grenze 
H,0-Lösung (Loft, (Dampf). 

2. Es ist gezeigt, daß der Polaritätsunterschied zweier flüssigen 
Phasen, welche die Grenzflächenaktivität an ihrer Trennungsfläche 
bestimmt, durch den Unterschied in der Löslichkeit eines gegebenen 
Stoffes in beiden Phasen, wie auch durch die Grenzflächenspannung 
(6) zwischen diesen Phasen in reinem Zustande bestimmt werden 
kann. Die Aktivität @ = ER an der Grenze zweier flüssiger Phasen 
ändert sich dem Ge Wert, parallel. Wenn Wasser der Reihe nach an 
Phasen verschiedener Polarität (wie Hexan, C,H,, Olivenöl) grenzt, 
oder selbst durch andere weniger polare hydroxylhaltige Flüssigkeiten 
ersetzt ist, so ändert sich @ mit der anfänglichen Grenzflächenspannung 
(619), (für einen und denselben zwischen beiden Phasen verteilten aktiven 
Stoff) sehr regelmäßig, G nimmt nämlich mit (6,9), d.h. mit dem 
Polaritätsunterschied beider Phasen stets zu. 


Es ist von uns schon früher gezeigt worden, daß die G = SR auf 


der Seite der wässerigen Phase um so größer ist, je kleiner die Di- 
elektrizitätskonstante des aktiven Stoffes ist. 

3. Es wird die Abhängigkeit der Verteslung des ats, Stoffes 
zwischen zwei Phasen von seinen Grenzflächenaktivitäten an beiden 
Seiten der Trennungsfläche nachgewiesen. 

4. An dem Beispiel von Adrenalin ist gezeigt worden, daß die 
Grenzflächenaktivitätsmessungen als analytische Methode zu Reinheits- 
prüfungen angewandt werden können. Natürliches Adrenalin erwies 
sich an der Grenze H,0/C,H, viel aktiver als das synthetische Prä- 
parat; die Suprareninbase wird stärker adsorbiert als die Suprarenin- 
salze. 


Messungen der Temperaturabhängigkeit der Oberflächenenergie 
von Lösungen und biologischen Flüssigkeiten zur Bewertung 
der Oberflächenaktivität gelöster Stoffe. 

Von 
P. Rehbinder. 

(Aus dem Institut für Physik und Biophysik, Moskau.) 
(Eingegangen am 28. April 1927.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dieser Mitteilung will ich zeigen, daß es bei Untersuchung von 
Lösungen und biologischen Flüssigkeiten sehr zweckmäßig ist, ihre 
Oberflächenspannung (0) in Abhängigkeit von der Temperatur (7) 
zu messen. | 

l. Wie bekannt, nimmt bei chemisch reinen Flüssigkeiten die 
Spannung 0 mit T fast linear ab, d.h. ihr Temperaturkoeffizient 


— E = y [in der Gleichung 6 = 0, — yt!)] ist von T in weitem Bereiche 


fast unabhängig. Daraus folgt, daß die sogenannte gesamte Oberflächen- 


energie e=0—T KG (= Arbeit der isothermen Bildung einer Ober- 
og: 
flächeneinheit: (0) + Wármeeffekt dieses Prozesses q = — T Se) kon- 


stant, d.h. in weitem Intervall von T fast unabhängig ist Si un o) 


Unsere Messungen (seit 1923) der 0 von Lösungen vieler ober- 
flächenaktiver Stoffe bei verschiedenen t zwischen 0 und 100°C?) 
haben aber gezeigt, daß sich ihre Oberflächenspannung mit t nicht 
linear, sondern nach bestimmten charakteristisch gekrüämmten Kurven 


06 l : 
ändert, d. h. daß y = — JT und die Funktion e für Lösungen aktiver 
1) Durch T bezeichnen wir die absolute Temperatur, durch ? aber die 


"Temperatur in Grad Celcius; = t + 273. 
2) P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447, 1924. 
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Stoffe nicht mehr konstant sind, sich aber mit T häufig sehr stark 
ändern (s. Abb. 1 und Tabelle 1). 


Tabelle I. 


do (. erg/gem 
IT (in Re 
mit T für einige wäaaerig: Lisungea an der Grenza mit Dampf (Luft). 


Jo... 
Änderung von 0,8 = o — MT, (in erg gem) und von y = 


1. Reines Wasser. 


Odo | 75,97 72,75 69,55 66,28 | — 
d 

y = — N | + 0,16 + 0,155 + 0,165 + 0,165 ` — 
gen | 120,2 1182 ¡| 1212 1212 = 

2. n Valeriansäure c = 0,15 Mol/Liter in H,O-Lósung (stark aktiv). 
RR RER | 426 | 40,05 | 39,1 38,6 38,5 
EE I +02 | +008 + 0,086 + 0,012 + 0,005 
E at | 972 635 | 594 42,6 40,3 

3. p-Kresol (1,4) c = 0,05 Mol'Liter in H¿0-L5sung (stark aktiv). 
A Er 52,6 52.55 53,0 53,95 | 54,5 E 
e, + 0,02 — 0,02 . —0,08 — 0,04 — 0,01 
Wii | 58,1 46,7 | 43,6 46 510 

4. p-Kresol, c = 0,1499 Mol/Liter in H30-Liosung. 

DE AA Ä 38,6 37,8 | 38,0 | 39,4 41,7 
Bi de e et | + 0.07 +- 0,02 — 004 . — 0,10 — 0,12 
Es dro | 57,7 > 43,7 | 25,5 | 6,1 — 0,7 


5. NaCl in H30-Lósung (inaktiv). 
o nimmt mit £ linear ab (bei ce = 0,5 — 2,0 Mol 'Litar); für c = 0,5 Mol/Liter : 
o — 76,87 — 0,158 (zwischen £ = 0° u. 60°C). y = + 0,159 u. e = 120,9 (vgl. 1). 


% o nimmt mit T zu. 


Dieser interessante Unterschied der Temperaturwirkung auf die 
Oberfláchenschicht von Lösungen und von reinen Flüssigkeiten haben 
wir durch das Vorhandensein von Adsorptionsschichten an der Grenz- 
fläche von Lösungen erklärt. 


Eine der zwei Lösungskomponenten!) wird an der Oberfläche 
adsorbiert, und dadurch setzt sie die 6 herab. Dann muß die Tem- 


1) Die weniger polare, d. h. welche die kleinere | Dielektrizitäts- 
konstante hat. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 3 
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peratur nicht nur direkt auf die Spannung 0, sondern auch auf die 
Adsorption (Į) und durch die Veränderung dieser letzteren Größe 
auf 6 wirken. I’ nimmt aber mit T immer ab, und dies bedingt eine 
mehr oder weniger bedeutende Zunahme von 0, d.h. eine Krümmung 

der Kurven 0 = f(t) nach oben 


y (s. Abb. 1). 
RS: In der Tat nimmt nach der 
$ bekannten Qibbsschen Gleichung 
IS , do 1- 
ht nr un d 
pi Pr r= e42- gg die Spannungs 
verminderung Je infolge der Adsorp- 


tion mit zu. Je aktiver die gelösten 
Stoffe sind, d. h. je ausgeprägter P 
(die Adsorption) ist, desto stärker 
sind die Kurven ø = f(t) gekrümmt 
und desto schroffer ändert sich die 


Funktion € = ø — rès mit T. 

Dieses zeigt, daß die Messungen 
der Oberflächenspannung bei ver- 
schiedenen Temperaturen besonders 
bei aktiven (biologischen) Flüssig- 


fi Dber flõchensponnu 


— 6 


Ahb. 1. K ; 
Typische Formen der o — t-Kurven (1 reines keiten von unbestimmter Konzen- 


H20, 2 und 3 aktive Lösungen) und : ; : ek? 
der e-—fekurven (4 reines H20, 5 aktive traton bei Bewertung ihrer Akti- 
Lösungen). vität eine wichtige Rolle spielen 


können. 


Wenn Tout T sehr stark abfällt, kann Ae so steil fallen, daß die 
Spannung der aktiven Lösung mit T nicht wie gewöhnlich abnehmen, 
sondern (in einem gewissen t-Bereich) zunehmen wird. Das haben wir 
in der Tat bei Untersuchung einiger sehr aktiver aromatischer Stoffe, 
wie Phenol, o-, m- und p-Kresole, Hydrozimtsáure und andere gefunden 
(s. Abb. 1 und Tabelle 1). 

2. Die Fähigkeit des aktiven gelösten Stoffes 6 zu vermindern, 


welche wir durch die Grenz- bzw. Oberflächenaktivität G = SR 


(= — ==) ausgedrückt haben!), ändert sich mit der Versuchs- 


1) P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447, 1924. A. Qyemart 
nennt (in der Tabul. biolog. 2, 147, 1925) „spezifische Oberfláchenaktivitát'* 
die Konstante ,,o'* in einer Gleichung spezieller Form (0 = 0 —blno.c) 
für o = f(c). Leider folgen viele aktive Stoffe (nämlich solche, welche ein 
Ao 
Ac 
nicht; darum geht in diesen Fällen der ,,o'*-Begriff verloren. Die Definition 
der Oberflächer aktivität G aber hat eine allgemeine Bedeutung. 


Maximum von G = bei kleinen c zeigen) dieser Gleichung durchaus 
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temperatur T und bei stark aktiven Stoffen manchmal sehr stark. Sie 
zeigt bei einer bestimmten T = T,, ein Optimum (einen Maximalwert) 
G=G, (da bei T=0 und bei T = T, — in kritischem Punkte — 
G=0 wird), dessen Lage (Tm) von der 
Natur des aktiven Stoffes wie auch von | 
der Konzentration c abhängt, und folg- A | 
lich (bei verschiedenen c) irgendwo im t 
ganzen T-Bereich liegen kann (s. Abb. 2). | 


Demnach muß auch 4o (die der 
Aktivität Œ annähernd proportionale 
Ordinatendifferenz zweier Nachbar- 
kurven o = f(t) im o—t- Diagramm 
(Abb. 1) irgendwo zwischen T = 0 iS 
(abs. Null) und T = Tk (kritischer 
Punkt) ein Maximum haben; im experi- ge dë 
mentell untersuchten T'-Intervall (0 bis 
1009 C, d.h. 273 bis 373% abs.) kann aber Re 
Jo 1. abnehmen (dann liegt ihr Maximum 
bei Tm < 273% abs.) oder 2. zunehmen A. BIER IA u. 12 
(dann wird Ae bei höheren T ein Maxi- o m u‘ 
mum haben und darauf abfallen) oder 2 a 
aber endlich 3. ein experimentell nach- Änderung der G = “7 = (oder 40) mit T 


weisbares Maximum haben (s. Abb. 2, bei verschiedenen tee des ober» 
Tabelle II). 


flichenaktiven Stoffes. 


Tabelle II. 
Änderung der Oberflichenaktivitát G (oder Ao in ergiqem) mit T. 


BE EE soo 


1. NaCl in H, O-Lösung, Ac = 0,5 — 0,0 (inaktiv). 


Aø.. .. ` —091 | —0,90 ' —090 | —092 | — Si 
2. p-Kresol (1,4) in H30-Lósung, Ac = 0,05 — 0,03 (stark aktiv). 
a 2. ae e 47 | 5,6 | 60 | 51 | 4,0 


H 


% G ist von T unabhängig. 


3. Die Oberflächenschichten von Lösungen inaktiver, die g des 
Lösungsmittels etwas erhöhender Stoffe, haben dieselben thermischen 
Eigenschaften wie bei reinen Flüssigkeiten: Ihre o nimmt mit T linear 


06 
ab und die Größe e ist von T fast unabhängig (y = -JT 
(s. Tabelle I und II). 


= const) 

Dieses verschiedene Verhalten aktiver bzw. inaktiver Stoffe kann man 
leicht erklären: Die Adsorption (7) wächst mit c zunächst rasch und strebt 
dann einem Grenzwerte Io zu. Wenn Tu praktisch erreicht ist, d. h. bei 
gesättigter Oberflächenschicht, so ist, wie wir gezeigt haben, die Adsorption 


3* 
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(Fo) von T fast unabhängig, und die Lösung verhält sich ganz wie eine 
reine Flüssigkeit. In Lösungen inaktiver Stoffe muß man das Lösungsmittel 
selbst (d. h. Wasser) als oberflächenaktiv ansehen!); bei nicht zu großer 
Konzentration des Gelósten ist die c des Lösungsmittels (Caxt) sehr groß, 
und die Schicht ist mit dem Lösungsmittel „gesättigt‘‘; die Eigenschaften 
(die Werte von y, e u. a.) dieser Schichten, welche nur durch Zustand und 
Zusammensetzung der Schicht bestimmt sind, müssen fast dieselben wie 
bei reinem Wasser sein. 

Unserer Meinung nach kann eine solche charakteristische Wirkung 
der Temperatur auf Öberflächenschichten von Lösungen als experi- 
menteller Beweis des realen Vorhandenseins von Adsorptionsschichten, 
die durch die Gibbssche Formel bestimmt sind, angesehen werden. 


Dr. N. Wwedensky, welcher mit unserem Apparat einige biologische 
Flüssigkeiten untersucht hat, hat unter anderem gezeigt, daß aktive 
biologische Flüssigkeiten den oben beschriebenen Gesetzmäßigkeiten 
unterliegen?). 


1) Siehe die Arbeit des Verfassers, „Wasser als oberfláchenaktiver 
Stoff“, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 103 bis 126, 1926. 
2) Erscheint demnächst im Druck. 


Über die Oberflächenaktivität des Farbstoffs Trypanblau 
an verschiedenen Grenzflächen. 
(Ein Beitrag zum Permeabilitätsproblem.) 


Von 
N. Okuneff. 
(Aus dem Moskauer Institut für Physik und Biophysik.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seitdem die stalagmometrischen Untersuchungen von Höber!) 
und von Traube und Köhler?) gezeigt haben, daß keine Beziehung 
besteht zwischen der Oberfláichenaktivitát der meisten Farbstoffe an 
der Grenzfläche Wasser— Luft und ihren Eigenschaften, in die lebendige 
Zelle einzudringen, wird allgemein angenommen, daß für das Aufbauen 
einer Adsorptionstheorie der Vitalfärbung bisweilen kein tatsächliches 
Material vorhanden ist. Aber mit Recht bemerkt Höber?) am anderen 
Orte, daß für die Deutung biologischer Erscheinungen die Versuche 
mit den Oberflächenspannungsmessungen an der Grenzfläche Wasser 
— Luft relativ wenig Bedeutung haben. Begegnen wir doch im Organis- 
mus einer solchen Grenzfläche — die Lungenendothelien ausgenommen — 
fast nirgends. Entschieden mehr Wert würden Versuche haben mit 
den Bestimmungen der Grenzflächenspannung von Farbstofflösungen 
an der Grenzfläche zweier unmischbaren Flüssigkeiten. Können wir 
doch das System Zellprotoplasma—Außenwasser schlechthin als ein 
System zweier nicht völlig mischbaren Flüssigkeiten betrachten. Daß 
die Farbstofflösungen an verschiedenen Grenzflächen im allgemeinen 
auch verschiedene Grenzflächenaktivität zeigen können, ist a priori 
nicht unwahrscheinlich. Neben den oben angeführten Untersuchungen 
von Höber und von Traube und Köhler seien vor allem die Versuche 


1) R. Höber, diese Zeitschr. 67, 420, 1914. 

2) J. Traube und F. Köhler. Internat. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 
2, 197, 1915. 

3) R. Höber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe, 5 Aufl., 
1924, S. 507. 


38 N. Okuneff: 


von W.C. Mac Lewis!) erwähnt, der schon seit langem zeigen konnte, 
daB mehrere an der Grenzfläche Wasser— Luft wenig aktive Farbstoffe 
(Kongorot, Methylorange, Rosanilin, Kristallviolett) an der Grenzfläche 
Wasser—Kohlenwasserstofföl in ganz beträchtlichen Mengen adsorbiert 
werden. Vor kurzem konnte P. Rehbinder?) zeigen, daß Eosin und 
Fuchsin an der Grenzfläche Wasser— Benzol viel deutlicher kapillar- 
aktiv sind als an der Grenzfläche Wasser —Luft. 


Gerade für die kolloidalen sauren Farbstoffe, deren Aufnahme 
von den Zellen weder die Poren- noch die Lipoid- noch die Reaktions- 
theorie der Permeabilität zu erklären vermag, wäre es von großer 
Bedeutung, die Bedingungen der Adsorption an der Grenzfläche zweier 
unmischbaren Flüssigkeiten zu bestimmen. 


Aus diesen Gründen schien es mir interessant, eine Reihe von 
Versuchen anzustellen, die zeigen sollten, ob und inwiefern der viel- 
gebrauchte saure kolloidale Vitalfarbstoff Trypanblau an verschiedenen 
Grenzflächen adsorbiert wird bzw. die Spannung an ihnen erniedrigt. 
Vor allem galt es festzustellen, ob der genannte Farbstoff eine Spannungs- 
erniedrigung an der Grenzfläche Wasser—Lipoid bzw. Lipoidlöser 
bewirken kann. 


Die Ausführung derartiger Versuche der Grenzflächenspannungs- 
messungen war mir dadurch erleichtert, daß im hiesigen Institut von 
Prof. Dr. P. Rehbinder ein sehr bequemer Apparat nach der modifizierten 
Cantorschen Maximalblasen- bzw. Tropfendruckmethode konstruiert 
worden ist; dieser Apparat macht exakte Messungen der Spannung an 
der Grenzfläche zweier Flüssigkeiten wie auch an der Grenze Flüssigkeit 
— Luft sehr leicht ausführbar. 


Methodik. 


Auf die Beschreibung der Einzelheiten der genannten Methodik will 
ich an dieser Stelle nicht eingehen, da sie genügend ausführlich vom Ver- 
fasser selbst beschrieben worden sind?). Nur muß ich bemerken, daß die 
Beobachtung der Tropfenbildung in konzentrierteren Trypanblaulösungen 
infolge ihrer fast totalen Undurchsichtigkeit sehr erschwert war. In solchen 
Fällen urteilte ich über das etwaige Abreißen des Tropfens von dem 
Kapillarspitzenende entweder nach dem plötzlichen sprunghaften Sinken 
des Fliissigkeitsniveaus in der Kapillarspitze (Betrachtung in Horizontal- 
mikroskop) oder aber nach dem Anprallen des abgerissenen Tropfens der 
spezifisch leichteren Flüssigkeit an die deutlich sichtbare Grenzschicht der 
beiden Flüssigkeiten (Trypanblaulösung—Lipoidlöser bzw. Lipoid). Natür- 


1) W.C. McLewis, Phil. Mag. 15, Ser. 6, 499, 1908. 

2) P. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnáchst im 
Druck in dieser Zeitschrift. 

3) Derselbe, Journ. de biolog. et de med. exp. IV, 14, 939. Moskau 
1927 (russisch). Wird auch in der Zeitschr. f. phys. Chem. veröffentlicht. 
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lich mußte dabei die Grenzschicht von oben her stark belichtet werden 
(Bogenlampe). Als Lipoidlöser wählte ich Petroleumäther (Kahlbaum, 
spezifisches Gewicht 0,66 bis 0,68) und Benzol (Kahlbaum, z. Anal.), als 
Lipoidrepräsentant Oleum olivarum (gewöhnliches pharmazeutisches Prä- 
parat). Zu meinen Versuchen benutzte ich folgende Handelspräparate von 
Trypanblau: „Karl Hollborn‘“, „Höchst“, „V.F.L.“ und „May and 
Backer*'1). Bereits an dieser Stelle sei erwähnt, daß nennenswerte Unter- 
schiede die Versuche mit verschiedenen Präparaten des Farbstoffs nicht 
ergaben. 


Eigene Untersuchungen. 


A. Grenzfläche Wasser—Luft. 


Was diese Grenzfläche betrifft, so konnte ich durch meine Versuche 
die bereits nachgewiesene?) Inaktivität des Trypanblaus nur bestätigen. 
Dieses gilt sowohl für schwache (1: 1000) als auch für konzentrierte 
(an der Grenze der Löslichkeit), wässerige Lösungen des Farbstoffs. 
So erhielt ich z.B. in einer Reihe von Versuchen für den Maximal- 
blasendruck p (in Millimetern der Wassersáule), welcher der Ober- 
flächenspannung proportional ist, folgende Werte (mittlere t = + 24°, 
Beobachtung sofort nach der Bildung der Grenzfläche): Reines Wasser: 
p = 27,2, 27,0, 27,1, 27,2, 26,7, 26,8; Mittelwert: 27,0. 1%, wässerige 
Trypanblaulösung: p = 27,2, 27,1, 27,0, 27,0, 26,9, 26,9; Mittelwert: 
27,0. Nun hat aber unlängst P. Rehbinder?) gefunden, daß die Ad. 
sorption einiger wasserlöslichen Farbstoffe (so z. B. des Eosins) an der 
Grenzfläche Wasser—Luft sich sehr langsam vollzieht: Die Kinetik 
des Grenzschichtsättigungsprozesses erstreckt sich häufig auf etwa 
50 Stunden; nur nach dieser Zeit tritt Gleichgewicht ein. Somit könnte 
vielleicht das negative Resultat meiner Versuche dieser Gruppe davon 
herrühren, daß die Beobachtungszeit zu kurz gewählt war für die 
Adsorption an der Grenzschicht Wasser — Luft eines so schwer diffusiblen, 
hochkolloidalen Farbstoffs, wie es Trypanblau ist. Weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung sind daher sehr wünschenswert. 


B. Grenzfläche Wasser— Benzol. 


Die Werte für den Maximaltropfendruck in meinen Grenzflächen- 
spannungsmessungen an der Grenzfläche Wasser— Benzol sind in 
Tabelle I dargestellt. Da für die Grenzfläche Wasser—Benzol die 
Spannung auch in absoluten Einheiten (erg/gem) bekannt ist®), konnten 


1) An dieser Stelle möchte ich den betreffenden Firmen meinen Dank 
für die Bereitwilligkeit aussprechen, mit der sie mir Farbstoffpräparate 
für meine Untersuchungen zur Verfügung stellten. 

2) R. Höber, diese Zeitschr., l. c. 

3) Schriftliche Privatmitteilung. 

1) Siehe bei Gyemant, Tabul. biol. 2, 147, 1925; G. N. Antonow, Journ, 
de Chim. physique 5, 372, 1907. 
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die Mittelwerte meiner Bestimmungen ebenfalls in absoluten Einheiten 
ausgedrückt werden (s. rechts die letzte Ziffernkolumne). 


Tabelle I. 


| Werte für den Maximal. Mittel o 
(t0 = + 220) Grenzfläche: 1 tropfendruck in mm der Bee Se ” | in abs, 
Wassersäule SA Einh. 


t 


Reines Wasser— Benzol - - + + + + - | 96, 92, Ke e 94, 95, 195,3 32,6 


19, Trypanblaulósung in Wasser—Benzol | 54, 55, 54, 53, 53, 53 | 53,6 | 18,3 
0,50 57, 57, 5 


‚8% n n » ” 

0,25%  ” en ” || 70, 69, 68. 71. 69, 69 | 693 | 237 
010%  ” u: ý | 86. 85, 87, 84, 85, 86 | 854 | 292 
0,05% >? Gëf ” | 98, 92, 93, 92, 93, 92 | 925 ' 316 
0,0259, 7 a ” | 93) 94, 93, 94 95 95 | 941 | 322 
0010% 7 ffe ” | 96. 95, 95, 95, 95, 95 | 951 ' 326 


Die angeführten Zahlen (s. auch Kurve 2 in Abb. 1) zeigen, daß 
an der Grenzfläche Wasser-Benzol der Farbstoff Trypanblau eine 
deutliche Grenzflächenaktivität zeigt: in seiner Anwesenheit ist die 
. Grenzflächenspannung fast doppelt so klein wie ohne ihn (18,3 absolute 
Einheiten statt 32,6). Solchen Einfluß übt Trypanblau in starken 
(1%) Lösungen aus. Da aber die Differenz zwischen den Grenzflächen- 
Spannungen in 19% bzw. 0,5%, Lösungen eine sehr kleine ist, ist man 
berechtigt anzunehmen, daß es praktisch schon bei weit schwächeren 
Konzentrationen als 1 Y, zur Sättigung der Adsorptionsschicht kommt!). 
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Abb. 1. 


b—c»Kurven für die Grenzflächen: Trypanblaulösung—Petroläther (I), Tıypanblaulösung— Renzol 
(I) und Trypanblaulósung—Olivenól (I). Auf der Abszisse sind die Konzentrationen der 
Trypanblaulösung in °/,, auf der Ordinate Grenzflichenspannungen in erg/qum abgelegt. 


1) Über die Bedingungen der Sättigung von Adsorptionsschichten 
siehe P. Rehbinder, Zeitschr. f. physik. Chem. 111, 447, 1924; 121, 121, 1926. 
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Tabelle II. 
C 6=-2 GE NEE ld 
P TO we e pro ona er 
Konzentration abs. Einh. der Grenzflichenspannung ` Adsorptionsmenge des Farbstoffs 
o, A TEEN | in 0/7 ist 
0.025 ' 60,0 1,50 
0.050 | 90,0 
0,100 120,0 12,00 
0,150 | 103,3 15,50 
0,200 | 86,3 17,25 
0.250 74,0 18,50 
038m ' 66,6 20,00 
0,350 59,3 20,75 
0.400 | 53,2 21,30 
0,450 47,7 21,50 
0,500 | 43,5 21,75 
0,550 | 40,0 22,00 
0,600 | 36,6 22,00 


Das eben Gesagte tritt besonders klar vor Augen, wenn man aus 
den erhaltenen Zahlen und entsprechender Kurve (Kurve 2, Abb. 1) 
den Ausdruck der did Pais bzw. Grenzflächenaktivität‘‘ nach 


P. Rehbinder!) (= G 2 - =) 


berechnet. Nur muß man statt der & 

. . s 2 20 
molaren die einfache prozentige Kon- N 
zentration nehmen, da Trypanblau .S 


p 


bekanntlich hochkolloidale Eigen- 
schaften besitzt. Der Ausdruck 


Adsor 
S 


do 
7, wo Ao die der Konzentra- 


tionszzunahme Ac entsprechende Ver- 
minderung der Grenzflächenspannung 
bedeutet, wird aus der gefundenen 
Kurve (II, Abb. 1) berechnet. Dann 
erhalten wir für die Grenzflächen- 
aktivitát an der Grenze Wasser 


Konzentration in Yo 


02 04 


N Abb. 2. 
C.@— c«Kurven für die Grenzflächen: 
Trypanblaulösung--Petroläther (a) und 
Trypanblaulösung—Benzol (b). Auf der 
Abszisse sind die Konzentrationen der 


Trypanblaulösung in %/, abgelegt, auf 


— Benzol Werte, welche in der Ta- der Ordinate die Größen C.@ (s. Text). 


belle II zusammengefaßt sind. Wenn 

man nun die Werte für C.G, d.h. Größen, die proportional den Adsorp- 
tionsmengen des Farbstoffs in Prozenten sind, auf der Ordinate ablegt, 
auf der Abszisse aber die entsprechenden Konzentrationen der Farbstoff- 
lösungen, so erhält man eine Adsorptionskurve (s. Kurve b, Abb. 2), 
die zeigt, daß bereits bei den Konzentrationen von 0,55 bis 0,60 % die 


1) P. Rehbinder, Zeitschr. f. physik. Chem. 111, 447, 1924. 
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Grenzschicht fast vollständig gesättigt ist; die Grenzflächenaktivität 
des Farbstoffs ist somit eine bedeutende. 

Ferner ist es interessant, daß die Adsorption von Trypanblau (nach 
Gibbs-Thomsonschem Prinzip) auf der Grenzfläche Wasser — Benzol 
auch merklich von der Zeit beeinflußt wird. In Versuchen nämlich, 
wo Grenzflächenspannungsmessungen nach verschiedenen Zeitinter- 
vallen ausgeführt wurden, erhielt ich für den Maximaltropfendruck wie 
folgt (t = + 22°, Trypanblau in 1%, Wasserlósung): 


Tabelle III. 


el in mm der Wassersäule | Mittelwerte 


in abs. Einbeiten 


0 53 53.6 | 18.3 
3 47 Aë 48, 47, 46 46.8 | 16.0 
8 40 A. 40, 40, 40 ` 402 137 
24 au 38, 38, 36 37 | 37.5 | 123 


Eine deutliche Erniedrigung 
der Grenzflächenspannung mit 
der Zeit ist nicht zu verkennen 
(vgl. auch die entsprechende 
Kurve II, Abb. 3). 

Die Zahlen der Tabelle III 
und Kurve II, Abb. 3, zeigen, 
daß mit der Zeit sich ein gewisses 
Gleichgewicht zwischen den drei 
Komponenten (H,O, Trypanblau, 


Zeit in Stunden 
8 16 24 C,H,) einstellt. Dann ist der 


Abb. 3. 

o — Ze Zeit)sKurven für die Grenzfláchen : 
Trypanblaulösung — Petrolätber (I) und Try» 
panblaulósung—Benzol (II). Auf der Abszisse 
sind Stunden abgetragen, auf der Ordinate 


Wert von 6 am kleinsten?). 
Diese letzten Resultate sind 
um so interessanter, da alte 


die Grenzfläcbenspannungen in ergjqum. Trypanblaulósungen, das heißt 
mehrere Tage vor der Grenz- 


flächenspannungsmessung vorbereitete, im allgemeinen deutlich ge- 


ringere Grenzflächenaktivität an der Grenzfläche Wasser — Benzol 


zeigen, als die frisch hergestellten. So erhielt ich: 


1) Natürlich wäre es theoretisch richtiger, auch die Größen OH" und 
„C.G“ (s. oben S. 41) aus den Grenzflächenspannungswerten nach der 
Erreichung des Gleichgewichts zu berechnen. Leider aber konnten die 
entsprechenden Versuche aus rein technischen Gründen nicht ausgeführt 
werden. Schließlich wird doch der Unterschied zwischen den beiden Werten 
für G bzw. C..@ [bei 7 (Zeit) = 0 und 7 = x] nicht allzu groß sein und für 
die Wiedergabe des allgemeinen Charakters der Farbstoffadsorption an der 
Grenzfláche Wasser— Benzol genügt die oben angeführte Adsorptionskurve 
(fürz = 0) vollständig (vgl. dazu Agn. Pokels, Ann. de Phys. (4) 8, 854. 1902). 


Oberflächenaktivität des Farbstoffs Trypanblau. 43 


Tabelle IV. 
Alter Werte für den Maximaltropfen- | o 
der Farblósung | druck in mm der Wassersaule Mittelwerte | in abs. Einheiten 


Frisch hergestellt | 53, 54, 53, 54 53,6 18,3 
24 Stunden 69, 70, 69 68 69,0 23,6 
8, 735, 77, m 77 76,5 26,1 


Natúrlich wurden dabei die Farblósungen ohne Berúhrung mit 
Benzol aufbewahrt. 

Bekanntlich wird auch das Vitalfärbungsvermögen von Trypanblau 
mit zunehmendem Alter immer schlechter, wahrscheinlich infolge 
zunehmender Neigung zur Polymerisation?). 


C. Grenzfläche Wasser— Petroläther. 


Für Versuche mit Benzol und Petroläther wurde ein und die- 
selbe Kapillarspitze benutzt. Deswegen konnte man die in Versuchen 
mit Petroläther erhaltenen Werte für den Maximaltropfendruck auch 
in absoluten Einheiten der Grenzflächenspannung ausdrücken 


6 Po 32,6 95,3 e, 
U a SE lls —“- = A t . 
| ur gegebenenfalls Tm 5) Somit erhielt ich 


61 


Tabelle V. 


Werte für den Maximal» ki 
(10 = + 250) Grenzfläche: tropfendruck in mm der in abs 
Wassersäule inh 


Reines Wasser—Petroláther . . . . . | 127, E e 126, 127,6 

1°, Trypanblaulös. in Wasser—Petroláther | 68, 67, 68, 64, 64, 67 | 66,3| 22,6 

0.50 o 67, 68, 68, 66, 69 | 675 23,1 

025%” NS Ñ 88, 87, 89, 86, 87. 88 | 875| 29.9 

j! 105, 106, 107, 105, lia 

010% , N 106 108 }105,3 36,0 
Sr 112, 113, 114, 113, 

Lues, , ! | 112 118 113,1 38,7 
i | 119, 119, 118, 118 

0,02504 , j 119, 120 > ) 118,9 40,8 

00% , A e a ps ai 


Die Zahlen der Tabelle V zeigen, daß der Farbstoff Trypanblau 


auch an der Grenzfläche Wasser—Petroläther kapillaraktive Eigen- 
schaften zeigt. Denn der Zusatz vom Farbstoff (1%) erniedrigt die 
Grenzflächenspannung um etwa das Doppelte: 22,3 absolute Einheiten 
mit Trypanblau und 43,6 absolute Einheiten ohne den Farbstoff (siehe 
auch Kurve I, Abb. 1). 


1) W. Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 
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Diese von mir erhaltenen Werte mit den Zahlenangaben von 
W.C. Mc Lewis!) betreffs der Grenzflächenaktivität des Farbstoffs 
Kongorot an der Grenzfläche Wasser— Petroleum zu vergleichen, ist 
interessant. Setzen wir die Grenzflächenspannung an der Grenzfläche 
mit dem reinen Wassers in beiden Fällen = 100 und berechnen die 
entsprechenden Werte für die Grenzflächenspannung der beiden Farb- 
lösungen, so erhalten wir: 


Tabelle VI. 
ee ea an | Komm [anne wann Reines Wasser 
m _ == 
025 ' 678 775 100 
0,10 92,0. | 775 100 
0.05 929 | 865 100 
0.02 942 | 913 100 


In stárkerer Konzentration wirkt also stárker das Trypanblau, 
in schwächeren das Kongorot. Auch für die Grenzfläche Wasser —Petrol- 
äther kann der Rehbindersche Ausdruck der Grenzflächenaktivität 
des Farbstoffs Trypanblau berechnet werden. Man erhält: 


Tabelle VII. 
c Bee C.G 
Konzentration A Größe, welche proportional der 


c 
abs. Einh. der Grenztlichenspannung Adsorptionsmenge des Farbstoffs 
== m mem ms in Dia ist 


Die Zahlen und die entsprechende Adsorptionskurve (s. Kurve a, 
Abb. 2) zeigen, daß die Sättigung der Adsorptionsschicht bei sehr 
niedriger Konzentration — bereits bei der Konzentration von etwa 
0,35 bis 0,40% — eintritt. Vergleicht man die beiden Adsorptions- 
kurven von Trypanblau an den Grenzflächen Wasser—Petroläther 
und Wasser— Benzol (Kurve a und b der Abb. 2), so erhält man den 
Eindruck, als wäre die Aktivität des Farbstoffs an der Grenzfläche 
mit Petroläther größer als an der Grenzfläche mit Benzol. Interessanter- 


1) W. C. McLewis, Le 
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weise ist dort auch die Grenzflächenspannung größer (43,6 absolute 
Einheiten und 32,6 absolute Einheiten). 

Auch in Versuchen mit Petroläther konnte ich den Einfluß der 
Zeit auf die Adsorption des Farbstoffs nach @ibbs- Thomsonschem 
Prinzip an der Grenzschicht beobachten. Für verschiedene Zeitintervalle 
erhielt ich nämlich folgende Werte für øo (= + 23,0%, Trypanblau in 

%, Wasserlösung): 
Tabelle VIII. 


! 


Zeit O W für den Maximaltropfendruck | ; 

E l SS Ina der articulo Ge , Mittelwerte in abs. Einheiten 
0 66. 67, 66, 66 | 66.2 21.6 
3 60, 61, 61, 6L 607 20,6 
8 58, 57, 57, 57 57,2 19,1 

24 5l, 50, BL 51 50,7 172 


Die Zahlen der Tabelle VIII zeigen, daß die Einstellung des Gleich- 
gewichts zwischen den drei Komponenten Farbstoff, Wasser und Petrol- 
äther Zeit erfordert. Auch für die Grenzfläche Wasser— Petroläther 
findet eine schwache, aber deutliche Grenzflächenspannungserniedrigung 
mit der Zeit statt (vgl. Kurve I, Abb. 3)}). 


D. Grenzfläche Wasser— Olivenöl. 


Versuche mit der Grenzflächenspannungsmessung an der Grenz- 
fläche Wasser— Olivenöl ergaben folgende Resultate: 


Tabelle IX. 

| Werte für den Maximal» Mittel | a 
(t0 = + 22,5) Grenzfläche: ! tropftendruck in mm der nen in abs. 
Wassersäule men | Einh. 
Reines Wasser—Olivnöl `... "64, 63, 65, 65, 63, 63 | 63,8 | 21,8 
1% Trypanblaulós. in Wasser—Olivenöl | 41, 40, 40, 41, 41, 41 | 40,6 : 13,9 
0,5% e e n a 41, 43, 41, 42, 41, 40 | 41.3 14,1 
0,25% e e $ | 45, 44, 45, 44, 44, 44 | 44.3 | 15,1 
0,10%, 5 e $ S | 51, 50, 51, 51, 51, 51 | 508 17,3 
0,05% a e a > 57, 56, 5R, 55, 56, 57 | 56.5 19.3 
0,03%, e e e $ 60, 58, 59, 58, 58, 60 | 588 | 20.6 
0,01% 5 5 > a 63, 63, 61, 63, 62, 62 | 62,3 | 21,3 


Die angeführten Zahlen zeigen (vgl. hierzu Kurve III, Abb. 1), daß 
auch an der Grenzfläche Olivenöl—Wasser Trypanblau oberflächen- 
aktiv ist: Die Anwesenheit des Farbstoffs im Wasser (1%) verursacht 
eine Erniedrigung der Grenzflächenspannung von 21,8 absoluten Ein- 
heiten auf 13,9, also ungefähr auf ein Drittel. Der absolute Wert der 


1) Siehe hierzu Agn. Pockels, Le 
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Grenzflächenspannungserniedrigung ist also etwas kleiner als bei Petrol- 
áther und Benzol (vgl. Kurven I, II und III, Abb. 1). 

Und dennoch muß die Kapillaraktivität von Trypanblau an der 
Grenzfläche Wasser—Olivenól als eine sehr bedeutende bezeichnet 
werden. Denn wie aus den oben angeführten Zahlen der Tabelle IX 
ersichtlich ist, kommt es schon bei sehr niedriger Konzentration fast 
zur vollständigen Sättigung der Adsorptionsschicht. Das oben Gesagte 
tritt deutlich vor Augen, wenn man aus den gefundenen Zahlen den 
Ausdruck der ‚„Grenzflächenaktivität‘ (P. Rehbinder, Lei wie oben 
berechnet und C .G = f (c) graphisch darstellt (s. Kurve Abb. 4). 


Tabelle X. 
Jo 
C er: Ac Größe SE eg der 
Konzentration . abs. Einh. der Grenzflächenspannung Adsorptionsmenge des Farbstofis 
YA in RE DEENEN in 0/7 ist 


Wie es die Zahlen der Tabelle X und 
die Kurve Abb. 4 zeigen, ist die Adsorp- 
tionsschicht schon bei der Konzentration 
von 0,30 bis 0,35% vollstándig gesáttigt. 
Die Grenzflächenaktivität des Farbstoffs 
ist somit groß. 


Adsorption (c:6) 


Konzentration in Die 


Bes , SS Als diese Arbeit bereits beendigt war, 


CUa ikore für: die erhielt ich von Herrn Prof. Dr. P. Reh- 


Grenzflache: Trypanblaus binder die Privatmitteilung, daß es ihm 
lósung—Olivenól. Auf der 


Abszisse sind die Konzen. gelungen war, mit Hilfe von Trypanblau 
trationen der Trypanblaus als Emulgator bestándige Emulsionen 
lösung in Do abgelegt, auf 3 j 

der Ordinate die Größen aus Wasser und Benzol zu bereiten. 


Cs G(s: Text). Darin könnte man einen anderen Beweis 


für die Grenzflächenaktivität des genannten Farbstoffs an der Grenz- 
fläche Wasser— Benzol erblicken!). 


1) Vgl. P. Rehbinder, Journ. d. russ. phys.-chem. Ges., phys. Teil, 58, 
524. 1926. 
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Zusammenfassung. 


Die Resultate der oben angeführten Versuche zeigen, daß der 
Farbstoff Trypanblau inaktiv an der Oberfläche Wasser—Luft ist 
und trotzdem starke kapillaraktive Eigenschaften an den drei unter- 
suchten Grenzflächen äußert, nämlich an den Grenzflächen Wasser 
—Petroläther, Wasser— Benzol und Wasser—Olivenól. Solch ein 
Unterschied in der Grenzflächenaktivität an verschiedenen Grenz- 
flächen wurde auch für andere Stoffe gefunden. So wird z. B. Trauben- 
zucker trotz seiner Oberflächeninaktivität an der Grenzfläche Wasser 
—Luft an Tierkohle stark adsorbiert [Hober1)]. Neuerdings konnten 
Brinkmann und Szent-Györgyi?) zeigen, daß im Gegensatz zur Grenz- 
flächenspannung wässerige Lósung—Luft die Grenzflächenspannung 
wässerige Lósung—Petroláther deutlich durch die Milchsäure erhöht, 
durch Alkali erniedrigt werden kann. Unlängst konnten dieselben 
Verfasser zeigen, daß Sauerstoff und Ammoniak, die gegen Luft sicher 
inaktiv sind, die Spannung an der Grenze Wasser—Petroláther er- 
niedrigen). Für Trypanblau speziell könnte dabei seine stark aus- 
gesprochene kolloidale Natur von Bedeutung sein. Es ist interessant, 
daß die Adsorbierbarkeit des Farbstoffs Trypanblau an den drei ge- 
nannten Grenzflächen eine verschieden starke zu sein scheint. Wie 
es der Vergleich der betreffenden Konzentrationskurven (s. Abb. 1 
Kurven], II und III) und Adsorptionsthermen (s. Abb.2, Kurvena und b, 
und Abb. 4) zeigt, erniedrigt Trypanblau besonders stark die Spannung 
des Wassers gegen Petroläther, schwächer gegen Benzol und am 
schwächsten gegen Olivenöl. Es ist interessant, daß die Grenzflächen- 
aktivitäten von Trypanblau im großen und ganzen parallel der Größe 
der Grenzflächenspannung an den betreffenden Grenzflächen zu sein 
scheinen. Denn nach meinen Versuchen verhalten sich die Grenzflächen- 
spannungen an den Grenzflächen Wasser — Petroläther, Wasser — Benzol 
und Wasser — Olivenöl wie 4:3:2. In demselben Verhältnis stehen 
auch die Grenzflächenaktivitäten. Ähnliche Beobachtungen hat auch 
P. Rehbinder betreffs der Grenzflächenaktivitäten der p-Kresol- und 
der n-Buttersäurelösungen gemacht 21. Es könnte dabei unter anderem 
auch die chemische Beschaffenheit der an Wasser grenzenden Substanz 
von Bedeutung sein; enthält doch z. B. das Olivenöl in seinem Molekül 
Carboxylreste und kann deshalb dem Wasser gegenüber als weniger 


1) R. Höber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 5. Aufl. 1924, S. 508. 
2) Brinkmann und +. Szent-Györgyi, Proc. Physiol. Soc. 1923; Journ. 
of Physiol. 57. 
3) Dieselben, zitiert nach Hóber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., 
926. 
DP. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnächst 
in disser Zeitschrift. 
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„polarer‘‘ Körper betrachtet werden als z. B. das Benzol, welches nach 
dem einfachen Typus CnHm gebaut ist. Wie dem auch ist, sinkt der 
Polaritätsunterschied gerade in derselben Richtung wie auch die Grenz- 
flächenaktivität: 
G > Ga > G 
H,O H,O H,O 
Kohlenstoff ~ Benzol ” Olivenöl 

[vgl. dazu P. Rehbinder?)]. 

Möglicherweise hängt davon auch die theoretische Löslichkeit des 
Trypanblaus in gebrauchten Flüssigkeiten ab (praktisch ist die Löslich- 
keit des Farbstoffs in Petroläther, Benzol und Olivenöl = 0 zu setzen). 
Und wir wissen aus den jüngst gemachten Untersuchungen von P. Reh- 
binder?), eine wie enge Beziehung zwischen Verteilung und Grenz- 
flächenaktivität eines Stoffes besteht, wenn es sich um die Grenzfläche 
zweier Flüssigkeiten handelt. 


Vor einigen Jahren konnte ich zeigen), daB Trypanblau, in die 
Bauchhöhle des Kaninchens eingeführt, in durchaus typischer Weise 
sich im Blute und Lymphe des Versuchstieres anreichert. Merkwürdiger- 
weise verläuft aber die Anhäufung des Farbstoffs im Blute bedeutend 
langsamer als die gleichzeitige Konzentrationsabnahme der Farbstoff- 
lösung an dem Einführungsorte selbst). Schon damals?) habe ich 
vermutet, daß diese Beobachtung vom Standpunkt einer Adsorption 
eines bedeutenden Teiles des Farbstoffs von den Geweben des Perito- 
neums selbst zu deuten ist. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
Versuche geben dieser Annahme eine neue Stütze. Denn in Versuchen 
mit der Einführung von Trypanblaulösungen in den Peritonealsack 
haben wir ja ganz allgemein den Fall, wo der genannte Farbstoff mit 
der Grenzfläche zweier unmischbaren flüssigen Phasen auf einer großen 
Strecke in Berührung kommt. Von diesen beiden flüssigen Phasen ist 
die eine das Lösungswasser, die andere das Protoplasma der Peritoneal- 
zellen. Gerade an der Grenzfläche der beiden unmischbaren Phasen 
kann es, wie aus den Versuchen dieser Arbeit folgt, zu einer Anhäufung 
des Farbstoffs kommen. Und dieses trifft auch zu. Denn bei der 
Sektion der betreffenden Versuchstiere fiel es stets in die Augen, daß 
das Peritoneum überall sehr stark blau gefärbt war, und zwar schon in 
den ersten Stunden nach der Farbstoffinjektion, wenn die übrigen 


1) P. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnächst 
in dieser Zeitschrift. 

2) Derselbe, Journ. d. russ. phys.-chem. Ges., phys. Teil, 58, 524, 1926. 

3) N.Okuneff, diese Zeitschr. 147, 103, 1924. 

4) Derselbe, ebendaselbst 149, 534, 1924. 
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Gewebe der Versuchstiere noch fast ganz farblos waren. Für die An- 
nahme einer lokalen Adsorption an dem Einführungs- bzw. Resorptions- 
ort bei intraperitonealer Einführung von Trypanblau sprechen somit 
mehrere Tatsachen. 


Vielleicht könnten die gemachten Beobachtungen der Grenz- 
flächenaktivität von Trypanblau an verschiedenen Grenzflächen auch 
eine allgemeinere Bedeutung haben. Betreffs der Adsorptionstheorie 
der Vitalfärbung bemerkt nämlich Höber (l.c.), daß die Grundlagen, 
auf denen sie sich bauen ließe, noch zu schaffen sind, denn ‚die stalag- 
mometrisch festgestellten Werte für die relative Oberflächenspannung 
der Farblösungen zeigen keinerlei Beziehung zu ihren physiologischen 
Eigenschaften“. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen 
aber, daß die Verhältnisse ganz anders sein können, sobald man die 
Spannung der Farblösungen nicht wie sonst nur gegen Luft, sondern 
auch an den biologisch wichtigeren Grenzflächen zweier unmischbaren 
Flüssigkeiten bestimmt. Unter solchen Bedingungen zeigt z.B. der 
Farbstoff Trypanblau, dessen vitalfärbende Eigenschaften außer 
jeglichem Verdacht sind, starke Grenzflächenaktivität. Vor allem muß 
die Fähigkeit des Farbstoffs Trypanblau, die Spannung an der Grenz- 
fläche Wasser—Olivenól, also Lipoid, zu erniedrigen, in Betracht 
gezogen werden. Denn eine solche Versuchsanordnung kommt dem 
„„Modellversuch‘ (Höber) schon ziemlich nahe. Wird doch vom heutigen 
Standpunkt der Adsorptionstheorie der Permeabilität aus der adsor- 
bierenden Protoplasmaoberfläche eine ölartige Beschaffenheit zu- 
geschrieben (Höber, Le, S. 508). Es liegt somit der Gedanke nahe, 
daß die Aufnahme des kolloidalen und lipoidunlöslichen Farbstoffs Trypan- 
blau von den Zellen auf den Wegen der Adsorption geschieht, und zwar 
dank der Adsorption des Farbstoffs an den lipordenthaltenden Teilen des 
Protoplasmas. Eine solche durch direkte Bestimmungen der Grenz- 
flächenaktivität von Trypanblau an der Grenzfläche Wasser—Lipoid 
unterstützte Annahme erlaubt, die Erscheinungen der Vitulfärbung auch 
vom Standpunkt der Adsorptionserscheinungen zu betrachten. 


Denn bei den modernen Anschauungen betreffs der Permeabilität 
wird gerade den Adsorptionserscheinungen die größte Bedeutung 
zugeschrieben. Dank den bekannten Beobachtungen von Loewe!) und 
von Freundlich und Gann?) lassen sich heutzutage selbst die Er- 
scheinungen der eventuellen Lipoidlöslichkeit einiger Substanzen eher . 
als Adsorptionsvorgang deuten. Demgemäß ist, wie Hóber (l. c.) trefflich 


1) S. Loewe, diese Zeitschr. 49, 150, 207, 1912. 
2) H. Freundlich und Gann, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 


1, 1915. 
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bemerkt, eine Trennungslinie zwischen ,,Adsorption* und ‚Verteilung‘ 
schwer zu ziehen. Und der Versuch, den Krebs und Wittgenstein!) 
machten, die Hauptanschauungen über die Permeabilität zu einer 
„allgemeinen Adsorptionstheorie” zu vereinigen, ist vollständig be- 
rechtigt. 

Aber gerade im Versuch, die Lipoidtheorie mit der Oberflächen- 
aktivitätstheorie (Traube) zu einer , Adsorptionstheorie** zu vereinigen, 
stößt man auf eine Schwierigkeit. Es ist eben, wie Hóber (l. c.) bekennt, 
über die Adsorbierbarkeit an Lipoid selbst kaum etwas bekannt. Diese 
wichtige Lücke könnte vielleicht durch die hier beschriebenen Versuche 
einigermaßen ausgefüllt werden. 


Schlußfolgerungen. 


1. Der Farbstoff Trypanblau erweist sich als oberflächeninaktiv 
an der Grenzfläche Wasser—Luft, und als stark kapillaraktiv an den 
Grenzflächen: Wasser — Benzol, Wasser — Petroläther, Wasser— Olivenöl. 

2. Die Grenzflächenspannung an den genannten Grenzflächen 
wird durch Zusatz von Trypanblau (zum Wasser) bis auf 50%, ver- 
mindert, wobei die Erniedrigung der Grenzflächenspannung gesetz- 
mäßige und typische Abhängigkeit von der Konzentration des Farb- 
stoffs und vom Alter der Grenzschicht oder der Farblösung selbst zeigt. 

3. Aus den aufgezählten Grenzflächen zeigt Trypanblau die größte 
Grenzflächenaktivität an der Grenzfläche vom Wasser gegen Petrol- 
äther, eine kleinere an der Grenzfläche Wasser— Benzol, die kleinste 
an der Grenzfläche Wasser— Olivenöl. In derselben Reihenfolge stehen 
die absoluten Größen der Grenzflächenspannung an den betreffenden 
Grenzflächen. 
= 4., Die gemachten Beobachtungen können von Bedeutung sein 
für das Aufbauen einer Adsorptionstheorie der Vitalfärbung und für 
das endgültige Verschmelzen der Lipoid- mit der Oberflächenaktivitäts- 
theorie der Permeabilitát. 


Herrn Prof. Dr. P. Lasareff, Direktor des Instituts für Physik und 
Biophysik in Moskau, in dem meine Arbeit ausgeführt wurde, bin ich 
für die Überlassung aller nötigen Hilfsmittel und sein ständiges Interesse 
für meine Arbeit zu aufrichtigem Danke verpflichtet. Herrn Prof. 
Dr. P. Rehbinder bin ich für die allgemeine Leitung der Arbeit, für 
. wertvollste Ratschläge und für gütige Durchsicht des Manuskripts zu 
besonderem Danke verpflichtet. 


1) H. Krebs und A. Wittgenstein, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 212, 
282, 1926. 


Über den Einfluß erhöhter Calciumzufuhr 
auf die dystrophische Nierenverkalkung beim Kaninchen. 


Von 
Igor Remesow. 


(Aus dem Institut für ärztliche Fortbildung in Leningrad und aus der 
experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universität Berlin.) | 


(Eingegangen am 10. Mai 1927.) 


Der Einfluß der intravenösen sowohl wie der peroralen Zufuhr 
von Calciumsalzen wird bereits seit langem von einer Reihe von Forschern 
untersucht, und das Problem ist fast allseitig erforscht: Heubner und 
Rona (1), Freudenberg (2), Gyórgy (2), Dadlez (3), Jungmann-Samter (4), 
Hecht (5), Liesegang (6), Hollo (7), Bickel (8), van Eweyk (8), Astanin (9). 


Es ist hier nicht der Ort, die ganze gewaltige Literatur, wenn auch nur 
die der letzten Jahre, die diesem Problem gewidmet ist, aufzuzählen. Ich will 
nur in aller Kürze hervorheben, daß ich ungeachtet dieser großen Zahl der 
Untersuchungen, die sich mit der Frage nach der Wirkung des Calciums, 
seiner Verbindungen im Organismus, namentlich im Blute usw. befassen, 
keine Arbeiten angetroffen habe, die dem Studium des Einflusses der ein- 
geführten Calciumsalze auf den Prozeß der dystrophischen Verkalkung 
gewidmet sind. Auf Grund meiner vorangegangenen Arbeit über diese 
Frage [Remesow (10)] und der Arbeiten von Rabl (11), Leroux (12) schien 
es mir von Interesse, den Einfluß von in verschiedener Weise (intravenös, 
per os, subkutan) eingeführten Kalksalzen auf den Prozeß und den Verlauf 
der im Organismus in reiner Form (durch Unterbindung der renalen Gefäße 
beim Kaninchen) hervorgerufenen dystrophischen Verkalkung zu studieren. 
Zur Kontrolle bediente ich mich der Ergebnisse der früheren Unter- 
suchungen über den Verlauf der dystrophischen Sklerose solcher Nieren bei 
Kaninchen [Remesow (10)] bei der reinen Form des Prozeßverlaufs (bei 
fehlender Einwirkung irgendwelcher sekundären Faktoren). Was das 
Bild des Blutcalciums und die Veränderungen des Mineral- (Ca)- Stoff- 
wechsels bei Einführung von Calciumsalzen in den Organismus betrifft, 
so waren für mich in dieser Beziehung die Arbeiten von Heubner-Rona (1) 
und Astanin (9) maßgebend, die diese Frage sowohl an Kaninchen, Katzen, 
wie auch an Menschen sorgfältig und eingehend studiert hatten. 


4% 
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Insgesamt wurden von mir 24 Versuche angestellt, die in drei 
Versuchsgruppen zu je acht Tieren (Kaninchen) eingeteilt waren. An 
allen Tieren ist Dauerunterbindung des gesamten Inhalts des Hilus 
der linken Niere (Unterbindung der Arteria und Vena renalis sinistra 
mit Harnleiter) ausgeführt worden, wobei die Lebensdauer der operierten 
Tiere in jeder Gruppe dieselbe war: 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Tage. 
Bei der ersten Gruppe der Tiere wurde Ca in der Form von 10 %, CaCl,- 
Lösung intravenös, bei der zweiten Gruppe subkutan, bei der dritten 
als Calc. glycerophosphoricum (20%) per os eingeführt. Die Ca- 
Lösung wurde täglich eingeführt, und zwar etwa je 0,25g Ca pro 
Kilogramm Körpergewicht. Zur Einführung dieser Lösungen bediente 
ich mich des Verfahrens von Heubner und Rona (1). Nach erfolgter 
Tötung der Tiere (durch Nackenschlag), völliger Entblutung und nach 
ausgeführter Sektion wurden beide Nieren (die linke verkalkte und 
die rechte normale Kontrollniere) herausgenommen und chemisch 
auf ihren Gehalt an Ca nach der Mikromethode von de Waard (13) in 
der Remesowschen Modifikation untersucht. 


1. Versuchsgruppe. 


Hierher gehören acht ausgewachsene Kaninchen, bei denen der Inhalt 
des Hilus der linken Niere unterbunden war und denen täglich je 0,25 g Ca 
pro Kilogramm Körpergewicht in der Form einer 10%, wässerigen Lösung 
von CaCl, .6 H,O krist. intravenös eingeführt wurden. Ungeachtet der 
toxischen Erscheinungen, die bei einigen Tieren auftraten, führten diese 
Dosen niemals (bis auf einen Fall) den Tod der Tiere herbei. Die ermittelten 
Daten über den Verlauf der dystrophischen Verkalkung bei solchen Tieren 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. 

Es verlohnt sich, auf die ermittelten Befunde näher einzugehen. Der 
Ca-Gehalt in den verkalkten linken unterbundenen Nieren steigt sowohl 


Tabelle I. 


Linke Niere Rechte Niere 


he 

v 

3 3 = = a z z 
AB ba e « = 4 a 
9 g 2.9 E Kei 2 E 
CU Gewicht Y EX o D cho e 
E E des Tieres 5 EK Q 5 EK Q Bemerkungen 
> o S Kiel O a 22 O 

> z | "Zë d > SNE 

dÉ mg mgo || Yo mg 


| | | Injiziert: 
| (100/0 Cea Cl3), 
| | insgesamt 
1 | 2 | 1820—1840 ap 6,811 | 0.3087 78,9 | 0.965 |0,0724|| Ca = 10g 
al 5| 2000 (848; 9375| 09785788] 0.905 |0.0657| Ca= 25g 
3 | 10 20501970 1877| 8703 07627 904 | 1.238|01712| Ca= 50% 
4 120 | 2050—2100 859| 24345: 20206 865] 0.756 0.0713 | Ca = 1008 
5 || 30 | 2230—2410 |77.9 114,691 | 9.2791, 78.6 | 1122/00521) Ca = 15.08 
6 | 40 | 2200—2250 59,3 143.206 | 10,0116 84,6, 1,747 0,1299, Ca = 2008 
750 | 2100—2805 35.61 243.124 10.0881 86.5 | 1.432 0.1416 | Ca = 250g 
8 | 60 | 2720—3100 "49.2 | 178.157 | 8,8109 818 | 23218 | 1,0625, Ca = 300g 


m 
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prozentual wie absolut schon nach zweitägiger Versuchsdauer scharf an 
und bleibt während der ganzen Versuchsdauer ausgesprochen erhöht. Diese 
Zunahme des Ca-Gehalts in den operierten Nieren tritt besonders kraß 
zutage beim Vergleich mit den Werten des Ca-Gehalts in denselben Nieren 
bei der reinen Verkalkungsform [Tabelle II meiner früheren Arbeit!)]. 
Im Durchschnitt war der Ca-Gehalt bei den jetzigen Versuchen doppelt 
sohoch. Was die Feuchtigkeit der Nieren betrifft, so war sie nur unbedeutend 
gegenüber den früheren Versuchen ohne Zufuhr von Calciumsalzen herab- 
gesetzt. 


Bei der Betrachtung der rechten (Kontroll-) Nieren muß zunächst 
die ebenfalls krasse Zunahme ihres Kalkgehalts hervorgehoben werden, 
und zwar nicht nur gegenüber der Norm, sondern auch bei Berücksichtigung 
der relativen Vermehrung ihres Ca-Gehalts bei Kompensationshypertrophie 
[Remesow (10). Die Zunahme des Ca-Gehalts setzt indessen in diesen 
Nieren bereits während der ersten Tage ein und kann daher nicht auf eine 
Ca-Vermehrung infolge einer Kompensationshypertrophie zurückgeführt 
werden, da diese erst etwa 20 bis 30 Tage nach der Operation nachweisbar 
ist. Die Kalkanreicherung in den normalen, keinem operativen Eingriff 
unterzogenen rechten Nieren kann lediglich auf die Wirkung der täglichen 
intravenösen Calciumeingießungen zurückgeführt werden. Dies befindet 
sich in voller Übereinstimmung mit den Beobachtungen von Kosta (14), 
der normalen Kaninchen ebenfalls CaCl, einführte und in verschiedenen 
Organen, hauptsächlich aber in den Nieren erhöhten Ca-Gehalt gefunden hat. 


Durch diese Ergebnisse werden die Arbeiten von Heubner und Rona (1), 
Astanin (9) über Hypercalcámie nach intravenösen Ca-Injektionen bei 
Kaninchen vollständig bestätigt, wobei in unseren Fällen, obwohl der 
Blutkalkspiegel nicht untersucht wurde, Hypercalcämie zweifelsohne 
vorliegt, und zwar bei längerer Dauer (von 30 Tagen an) wahrscheinlich in 
„chronischem Zustande“. Die Anhäufung und Vermehrung von Ca in der 
unterbundenen Niere ist besonders interessant. Ob es sich hier um die 
Adsorption von einer solchen Niere oder um andere Erscheinungen 
handelt, wird in einer späteren Arbeit behandelt werden. 


2. Versuchsgruppe. 


Diese zählte acht ausgewachsene Kaninchen, an denen dieselbe Operation 
wie bei der ersten Gruppe ausgeführt, die Ca-Lösung aber subkutan 
eingeführt wurde. Es wurde täglich eine 10% wässerige Lösung von 
CaCl,.6 H,O in denselben Dosen wie bei der ersten Gruppe eingeführt. 
Dabei muß hervorgehoben werden, daß bei solchen subkutanen Injektionen 
von Ca-Lösungen, namentlich bei langdauernden Versuchen, bei der Sektion 
an allen Einstichstellen zahlreiche nekrotische Herde in den Geweben, 
vielfach mit inkapsuliertem Eiter, sowohl im frischen Zustande wie auch 
Reste früherer abgeklungener Nekrosen nachgewiesen worden sind. Aus 
diesem Grunde halte ich es nicht für angängig, die von mir ermittelten 
Ergebnisse ausschließlich auf die Wirkung des subkutan eingeführten Ca 
zurückzuführen, sondern möchte dafür auch die sekundären Erscheinungen 
(die multiplen Nekrosen im Organismus), die durch die Methode der Ca- 
Einverleibung verschuldet worden sind, mit verantwortlich machen. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle 11 zusammengestellt. 


1) Diese Zeitschr. 168, 239, 1926. 
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Tabelle II. 

d | | Linke Niere Rechte Niere ` 
y 
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3 Gewicht | E 54 9 2 2 
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(100/9 Ca Cl), 


| 
| Subkutan injiz. 
| insgesamt 


8 0,247 | 0,0213" Ca= 1.04 
10 | 5 | 1980—1890 | 81,4 0,117 [0,0466 | Ca= 255 
11 || 10 | 1640—1510 | 84,6 0,872 | 0,0768! Ca= 504 
12 || 20 | 1910—1700 | 65,0 0,877 | 0,0742, Ca = 1008 
13 | 30 | 1800—1850 || 79,6 1,034 0,0793 | Ca = 150g 
14 | 40 | 1760—2300 | 59,9 6 1,110 | 0,0607 | Ca = 2008 
15 | 50 | 2200—2650 | 77,6 | 109,181 4,8658 | 81,9 2,273 |0,1599| Ca = 250% 
16 | 60 | 2230—3350 || 18,5 | 199,772 | 5,1087 || 81.7 ; 6,035 | 0,2706 | Ca = 30.08 


Aus den in der Tabelle II angeführten Ergebnissen geht zunächst die 
völlig unregelmäßige Ablagerung von Ca in den linken verkalkten Nieren 
hervor. Die Ca-Gehaltswerte sind hier sprunghaft: bald sind sie kraß erhöht 
(Versuch 13), bald bedeutend herabgesetzt (Versuch 14). Hervorgehoben 
seien auch die Schwankungen der Wassergehaltswerte für solche Nieren. 
Bei der Betrachtung der rechten Kontrollnieren kann festgestellt werden, 
daß ihr Ca-Gehalt im ganzen und großen gegenüber der Norm erhöht 
erscheint, aber nur in sehr unbedeutendem Maße, zumal nur in den ersten 
Tagen. Von einer Erhöhung des Ca-Gehalts, wie wir sie in der ersten Gruppe 
gesehen haben, ist hier gar keine Rede. Abgesehen davon, daß die Ansichten 
darüber, ob bei dieser Art der Einverleibung von Ca-Salzen eine Calcämie 
überhaupt stattfindet, und ob sie von Dauer ist, bei verschiedenen Autoren 
noch vielfach auseinandergehen [Magnus (16), Heubner und Rona (1)), 
lassen sich durch die Ergebnisse unserer Untersuchungen keinerlei Ver- 
änderungen nachweisen, die unmittelbar auf einen Einfluß der Ca-Injektionen 
auf die dystrophische Verkalkung hinweisen könnten. Überdies darf auch 
die allgemeine Wirkung der durch die subkutanen Ca-Eingießungen ver- 
ursachten Nekrosen auf den Organismus nicht übersehen werden. 


8. Versuchsgruppe. 


Diese Gruppe zählte acht ausgewachsene Kaninchen, von verschiedenem 
Körpergewicht, bei denen an der linken Niere dieselbe Operation wie bei 
den ersten zwei Gruppen ausgeführt, Calcium jedoch per os eingeführt 
wurde. In Anlehnung an die Versuche von Heubner-Rona verwendete ich 
Calcium glycerophosphoricum. 


Diese Substanz wurde den Kaninchen in einer in der Kälte hergestellten 
20°, Lösung täglich durch die Sonde in den Magen in einer Dosis von je 
0,5g Ca pro Kilogramm Körpergewicht eingeführt. Zur besseren Ver- 
flüssigung des Präparats im Magen wurde unmittelbar nach seiner Ein- 
gieBung durch dieselbe Sonde 10 ccm einer 0,85 %, physiologischen Kochsalz- 
lösung eingeführt. Übrigens erhielten die Kaninchen die übliche Kost. 
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Toxische Wirkungen (wie man sie bei intravenösen Injektionen beobachtete) 
wurden hier kein einziges Mal nachgewiesen. 

Die von mir ermittelten Ergebnisse sind in der Tabelle III zusammen- 
gestellt. 


Tabelle III. 
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17 | 2 , 3250—3200 '81,9| 4,737 | ı 0,4808 | 80,0 0,971 0,0511 || Ca = 100g 
18 | 5 | 1670—1660 84.0 7, 105 o 6058, 76,2 0,970 |0,0703|| Ca = 250g 


19 10 1540—1500 839 | 12,791 ' 0.9595 79,5 | 1,735 0.0938) Ca= 5008 
20120 . 2800—3050 819| 11.594 0,8204 81,1| 1,025 |0,0678| Ca = 10008 
21: 30 | 3250—3050 ‚81.0 | 12,681 (0.6618 79.4 | 1.478 0,0725) Ca = 150.08 
2 | 40 SE 52.661 us 1,364 0,1041 | Ca = 200.02 


Sie 3100—3300 53,5 | 29,106 : 1,8860 83,6 4,794 | 0,3853 | Ca = 250.08 
24 | 60 ' 3400—3320 |! 31,0 | 52,984 | 1,8991: 80,2 | 12,174 | 0,4395 | Ca = 300,04 


In bezug auf den Ca-Gehalt der linken operierten Nieren sei zunächst 
folgendes hervorgehoben: Die Kalkablagerung erfolgt hier im allgemeinen 
sehr träge; nur in den ersten Tagen ist sie erhöht, bei längerer Dauer des 
Versuchs ist sie gering, indem sie nicht einmal die Werte erreicht, die in 
den Nieren bei der reinen Verkalkungsform gefunden werden. Dasselbe 
gilt für die Feuchtigkeit. Eine klare Vorstellung kann man sich nur von dem 
ersten Teil der Ergebnisse machen. Wie Heubner und Rona (1) gezeigt 
haben, ruft die perorale Einführung von Kalksalzen in den Magen einen ge- 
wissen Grad von Calcämie bei Kaninchen hervor (bis 20 mg-°, und darüber 
hinaus); diese Calcämie ist indes nur von „primärem Charakter“. Koch (17), 
Herzfeld (18), Rona (1) glauben, daß man durch Fütterung mit Kalksalzen 
keine chronische Calcämie hervorrufen kann, daß wiederholte Einführungen 
von Ca-Salzen in den Magen keine Calcämie herbeiführen. Das erhellt 
in der Tat deutlich aus meinen Ergebnissen. Die Erhöhung des Ca-Gehalts 
in den unterbundenen Nieren bestätigt die Ergebnisse bei der ersten Gruppe 
und steht im Einklang mit den Beobachtungen von Rona (1). Nach den 
ersten Einführungen von Ca in den Magen entsteht für kurze Zeit Calcámie, 
die aber nie chronisch wird, und bei dauernden Versuchen zeigt das Calcium- 
bild des Blutes keine Abweichung von der Norm. Das kann zur Erklärung 
des weiteren Verlaufs der Verkalkung bei dieser Gruppe dienen; dagegen 
ist der niedrige Ca-Spiegel in den unterbundenen Nieren bei langer Versuchs- 
dauer, verglichen mit dem Verlauf des Prozesses ohne jegliche Einführung 
von Ca-Salzen, dadurch nicht erklärt. 

Bei der Betrachtung der rechten Nieren läßt sich eine äußerst geringe 
Erhöhung des Ca-Gehalts nachweisen: eher könnte man hier von einer 
leichten „Tendenz zu erhöhtem Ca-Gehalt‘‘ sprechen. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe zusammenfassend, muß hervor- 
gehoben werden, daß einerseits die normalen Organe (rechte Nieren) eine 
gewisse Tendenz zu erhöhtem Ca-Gehalt zeigen, wodurch zum Teil die 
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Versuche von Rabl (11) bestätigt werden, welcher Mäuse mit Ca-Salzen 
fütterte, und daß andererseits die pathologischen Organe, die verkalkten 
Nieren, nur während der ersten Tage (2 bis 5 Tage) erhöhte Anhäufung von 
Ca-Salzen zeigen, bei längerer Dauer der Versuche dagegen nicht nur auf 
den bei dystrophischer Verkalkung üblichen Ca-Gehalt zurückgehen, sondern 
sogar relativ herabgesetzte Werte geben. 


Zusammenfassung. 


In kurzer Zusammenfassung der ermittelten Befunde gelangen 
wir in bezug auf das behandelte Problem, das seinem Wesen nach die 
Genese der dystrophischen Verkalkungen im Organismus betrifft, zu 
nachstehenden Schlußfolgerungen: 

1. Intravenöse Injektionen von Ca-Salzen erhöhen bedeutend den 
dystrophischen VerkalkungsprozeB der unterbundenen Niere des Kanin- 
chens und bewirken auch in der zweiten normalen Niere Erhöhung 
des Ca-Gehalts. 

2. Die subkutanen Injektionen von Ca-Salzen, die mit multiplen 
Nekrosen an den Einstichstellen einhergehen, gestatten keine genauen 
Schlüsse über die wirkliche Bedeutung der Veränderungen im Verlauf 
der Verkalkung, inwiefern sie als primäre Folgen der Calciumzufuhr 
aufgefaßt werden dürfen. | 

3. Fütterungen mit Ca-Salzen führen in meinen Versuchen zu 
keiner deutlichen Erhöhung des Ca-Gehalts der dystrophischen Niere. 

4. Bei allen Zuführungen von Ca-Salzen hat die gesunde Niere 
die Tendenz zu erhöhtem Ca-Gehalt. 

5. Die Sättigung der die Verkalkungsniere umgebenden Gewebe 
und wahrscheinlich des ‚Milieus‘ selbst mit aus dem Blute ausgefällten 
Ca-Salzen übt auf den Verlauf des dystrophischen Verkalkungsprozesses 
einen beträchtlichen Einfluß aus. 
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Zur Frage 
des Vorkommens von komplexen Kohlehydraten im Blute'). 


I. Mitteilung: 


Über die Wirkung von Takadiastase und Emulsin 
auf die Reduktionskraft des Blutes. 


Von 
E. Gabbe. 


(Aus der medizinischen Poliklinik der Universität Würzburg.) 
(Eingegangen am 13. Mai 1927.) 


Es ist eine viel umstrittene Frage, ob im Blute neben dem frei 
gelösten Zucker auch noch Zucker in einer gebundenen oder komplexen 
Form vorkommt. Schon Magendie (1) und dann Naunyn (2) fanden 
nach stärkereicher Nahrung im Blute Stoffe, die sie auf Grund der 
reduzierenden Eigenschaften und der Gärfähigkeit nach Kochen des 
Blutes mit Säuren bzw. nach Einwirkung von Fermenten als dextrin- 
artige Zuckerverbindungen ansprachen. Vor allem hat Lépine (3) in 
einer Reihe eingehender Untersuchungen den Nachweis zu liefern 
gesucht, daß neben dem freien Zucker, ,sucre immediat“, noch ge- 
bundener Zucker, ‚sucre virtuel“, im Blute regelmäßig vorhanden 
sei. Auf der Hydrolyse dieses gebundenen Zuckers soll die Zunahme 
an Reduktionskraft beruhen, welche teils beim Stehen des Blutes nach 
der Entnahme bei 58°, teils durch Einwirkung von Invertase oder 
Emulsin bei 39% und teils durch Sieden mit Fluorwasserstoffsäure 
zustande kommt. Æge (4) konnte indes mit ähnlicher Methodik das 
Vorkommen eines virtuellen Zuckers im Blute nicht bestätigen. 

Trotzdem gilt nach Hammarsten (5) die Frage des virtuellen Zuckers 
im Blute in Anbetracht der sehr umfassenden Untersuchungen von Lépine 
noch nicht als erledigt [vgl. auch v. Fürth (6)]; auch Morawitz (6a) kam 
bei kritischer Würdigung der vorliegenden Befunde zu der Meinung, daß 
im Blute neben dem frei gelösten Zucker noch andere Kohlehydrate vor- 
kommen. Die gleiche Ansicht vertritt neuerdings Gigon (7) auf Grund von 
Versuchen, in denen der Gesamtkohlenstoff und der Gesamtstickstoff des 
Blutes vor und nach Darreichung von Zucker an Kaninchen neben dem 
freien Blutzucker bestimmt wurden. 


1) Die Untersuchungen wurden mit Unterstützung der Gesellschaft 
zur Förderung der Wissenschaften an der Universität Würzburg ausgeführt. 
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Die Untersuchungen Lépines sind bisher eigentlich nur von Ege (4) 
nachgeprüft worden; Lépine hielt seine Annahme von gebundenem Zucker 
im Blut am besten durch die Befunde gestützt, in denen durch enzymatische 
Spaltung eine Zunahme der reduzierenden Substanzen im Blute nach- 
gewiesen werden konnte. Ege!) konnte bei der Einwirkung von Emulsin auf 
Blut eine Vermehrung der reduzierenden Substanzen nicht feststellen; 
die Versuche Eges können jedoch nach dem heutigen Stande der Ferment- 
forschung nicht als einwandfrei bezeichnet werden. Ege prüfte nämlich 
die Wirksamkeit seines Ferments ohne Zusatz von Blut in rein wässerigen 
Lösungen, die 1%, von dem Glucosid Salicin enthielten; da solche Lösungen 
infolge des Gehalts an absorbierter Kohlensäure schwach sauer zu reagieren 
pflegen, so waren die Bedingungen für die Fermentwirkung in diesen 
Kontrollversuchen günstige, denn das Wirkungsoptimum des Emulsins 
liegt bei pg 4,4; durch Alkalien wird das Ferment zerstört; bei pp 8 ist 
es unwirksam [vgl. Oppenheimer (8)]. Bei der Einwirkung des Ferments 
auf Blut wurde jedoch die Wasserstoffzahl des Gemisches nicht beachtet; 
das an freier Luft stehende Blut weist bekanntlich infolge Abgabe von 
freier CO, sehr bald eine stark alkalische Reaktion auf; da ein Säurezusatz 
nicht stattfand, so waren die Wirkungsbedingungen für das Ferment in 
diesen Versuchen mit Blut ungünstiger; es kann daher der negative Ausfall 
der Versuche nicht als beweisend angesehen werden für das Nichtvorhanden- 
sein von Zucker, der durch das Ferment abgespalten werden kann. 


Es erschien daher notwendig, neue Versuche anzustellen, in denen 
die Wasserstoffzahl der Blutfermentmischung auf das Wirkungs- 
optimum des Ferments eingestellt war. Zu den Versuchen wurde 
zunächst ein Ferment gewählt, das bisher noch nicht zu diesem Zwecke 
angewandt worden ist, nämlich die Takadiastase. Dies Ferment ent- 
faltet besonders an höheren Kohlehydraten eine energisch spaltende 
Wirkung und wurde neuerdings öfter zur Untersuchung der Abbau- 
fähigkeit dextrinartiger Körper angewandt [vgl. Lintner und Kirsch- 
ner (9)]. Die mit diesem Ferment angestellten Versuche hatten ein 
positives Ergebnis; die Reduktionskraft des Blutes nahm unter dem 
Einfluß des Ferments regelmäßig zu. Es wurde untersucht, bei welcher 
Wasserstoffzahl die Zunahme der Reduktionskraft durch das Ferment 
am größten ist; ferner wurde der Einfluß der Dauer der Ferment- 
wirkung und der Fermentkonzentration festgestellt. Weitere Versuche 
galten der Frage, ob die reduzierenden Substanzen aus den Bestand- 
teilen des Blutplasmas oder der Formelemente des Blutes durch das 
Ferment abgespalten werden. Im zweiten Teile der Arbeit wird über 
entsprechende Versuche berichtet, die mit Emulsin angestellt wurden. 
Dabei wurde auch die Frage geprüft, ob die Stoffe, die durch das Ferment 
aus den Blutkörperchen abgespalten werden, durch Waschen mit 
Kochsalzlösung aus den Blutkörperchen herausgewaschen werden 
können. 


1) Eye scheint neuerdings zu anderen Ergebnissen gelangt zu sein, 
vel. Kongreßzentralblatt 45, H. 7, S. 383, 1927 (Original dänisch). 
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I. Versuche mit Takadlastase. 


Die pflanzlichen Amylasen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 
optimalen Wirkungsbedingungen von den tierischen vor allem dadurch, 
daß sie bei schwach saurer Reaktion am besten wirken, und daß ihre 
Wirkung durch den Salzgehalt der Lösung nur sehr wenig beeinflußt 
wird [Oppenheimer (8)]. Diese Eigenschaften sind für Untersuchungen 
mit Blut insofern vorteilhaft, als sie gestatten, das Ferment bei einer 
Wasserstoffzahl wirken zu lassen, bei der die Glykolyse des Blutes 
unterdrückt wird; nach Rona und Wilenko (10) wird die Wirkung des 
glykolytischen Ferments bereits bei pa 6,4 aufgehoben. Da das Blut 
aber noch andere Fermente enthält, welche möglicherweise die Reduk- 
tionskraft desselben verändern könnten, so war es nötig, zunächst zu 
untersuchen, ob die Reduktionskraft des Blutes allein schon durch die 
Aufbewahrung des Blutes bei saurer Reaktion und bei einer Temperatur 
von 37% eine Änderung erfährt; kommt doch schon normalerweise im 
Blute Amylase, wenn auch nur in geringer Menge, vor. Die Unter- 
suchungen über die Blutamylase stammen durchweg aus früherer Zeit; 
die Wasserstoffzahl, bei der die Blutamylase ihre optimale Wirkung 
entfaltet, scheint bisher noch nicht bestimmt worden zu sein. Es soll 
indes auf diese Frage in dieser Mitteilung nicht näher eingegangen 
werden; die folgenden Versuche stellen Vorversuche dar, die zur Be- 
urteilung der Wirkung der Takadiastase und zur Wahl der richtigen 
Versuchsanordnung erforderlich waren. 


Tabelle I. 


Zusammensetzung der Puffergemische. 


| a b | c | d | e | f | g 
1/,n Natriumacetat . . .. | 2,0 2,0 ı 2,0 2.0 | 2.0 | 20 | 2,0 
1/,n Essigsäure. . . ... | — 0,3 | 0,6 1.2 2,4 | 48 | 96 
Aqua dest... . u 18,0 17.7 17,4 16,8 | 15,6 . 132 | 8.4 
Py (elektrometrisch) . . . 6.81 | == | 5,14 | => | 4,52 | — | 3,91 


Es wurden sieben Acetatpuffergemische hergestellt, wie Tabelle I 
näher angibt; die Wasserstoffzahlen «dieser umfassen einen Bereich von 
pn 6,81 bis 3,9; sodann wurden je 2,5 ccm Regulator versetzt mit 2,0 ccm 
Aqua dest. und 0,5ccm defibriniertem Blut; das Blut wurde so auf das 
Zehnfache verdünnt; die Konzentration an Natriumacetat war überall n/20. 
Die Blutmischungen wurden sodann mit je 2 Tropfen Toluol versetzt und 
12 bis 30 Stunden bei 37° ım Brutschrank aufbewahrt. Darauf wurde in 
je 1,0 der Gemische die Reduktion nach der Methode von Hagedorn und 
Jensen (11) bestimmt; es wurden stets Doppelbestimmungen ausgeführt. 
Der Blindwert der entsprechend verdiinnten Puffergemische stimmte mit 
«lem Blindwert reinen Wassers überein. Die Reduktionswerte wurden auf 
Glucose umgerechnet, bezogen auf das Blut im unverdünnten Zustande, 
und die erhaltenen Zahlen von dem Zuckerwert, den das nicht mit Puffer 
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versetzte Blut sogleich nach der Entnahme bei der Analyse lieferte, in 
Abzug gebracht; bei der Analyse des frischen Blutes auf Glucose wurde 
dasselbe zuvor auf das Zehnfache mit Aqua dest. verdünnt; dies geschah 
mit denselben Pipetten, wie sie beim Ansatz der Blut-Puffermischungen 
zur Verwendung kamen. Das Ergebnis zeigt Tabelle II. 


Tabelle II. 

Änderung der Reduktionskraft des Blutes bei saurer Reaktion und 37°C. 
| g | Ka 
£ EE D Zunahme der Reduktion mit Puffergemisch DES 
p Herkunft des Blutes 3 ES | EKE 
v N E | } | | y A 

dl ES a b u c! d | e | f e 
| mg»?!, ` Std. 
MES Eh AA AT A 

1 Kaninchen 134 — -10 + 4 a 3-1 bk — a — SE — 39, 12 

2 = ae +15 +21 +17 +32|| 17 

3 Mens.h 100 5l!+ 7 +19 +19 i H + SW +99, 20 


pu (elektrometrisch). | — |747| — |585| — |462| — |398 || — 


Die Buchstaben a bis g beziehen sich auf die entsprechenden Puffer- 
gemische der Tabelle I; es wurden gemischt: 2,5ccem Puffer + 2,0 ccm 
Aqua dest. + 0,5ccm Blut. Die Reduktion ist auf Glucose (Milligramm- 
prozente) berechnet für das Blut im unverdünnten Zustande; die Zahlen 
der Spalten a bis g stellen die Differenz: gefundener Zuckerwert minus 
Zuckerwert des nativen Blutes dar. Die pu-Werte beziehen sich auf 
Versuch 3. 


Die Wasserstoffzahl wurde in den Gemischen durch den Zusatz 
des Blutes ein wenig nach dem Neutralpunkt zu verschoben, und zwar 
am stärksten bei a; die Verschiebung war um so geringer, je saurer die 
Reaktion war. In den a entsprechenden Proben war die Reaktion 
schwach alkalisch; dadurch trat bei diesen regelmäßig eine Abnahme 
des Zuckergehalts infolge von Glykolyse ein; in Versuch 1 wurde in 
den Proben b bis e keine wesentliche Änderung des Reduktionswertes 
gefunden, bei f und g trat eine Abnahme um etwa 259%, ein. In Ver- 
such 2 und 3 wurde bei b bis e bzw. f eine mäßige Zunahme der 
Reduktionskraft beobachtet, bei g eine solche höheren Grades; ver- 
mutlich kommt diese Änderung der Reduktionskraft durch die Wirkung 
im Blute vorhandener Fermente zustande; zur Klärung dieser Frage 
sind besondere Versuche in Angriff genommen, über die später berichtet 
werden soll. Für die Fermentversuche kommt hauptsächlich der Bereich 
von Py 4,8 bis 5,3 in Frage. Die Versuche zeigen, daß in diesem Bereich 
bei einer Temperatur von 37° im Verlauf von mehr als 12 Stunden eine 
geringe Zunahme der Reduktionskraft des Blutes eintreten kann. Bei 
den Fermentversuchen muß daher neben der Bestimmung des Zucker- 
wertes des nativen Blutes eine besondere Kontrolle angesetzt werden, 
bei der sich das Blut unter denselben Bedingungen befindet wie im 
eigentlichen Fermentversuch, jedoch ohne Zusatz des Ferments. 
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Das zu den folgenden Versuchen verwendete Práparat der Taka- 
diastase!) enthält, wie namentlich die Untersuchungen Neubergs und seiner 
Mitarbeiter gezeigt haben, eine ganze Anzahl verschiedener Fermente. 
Neben den Kohlehydrate spaltenden, die die Amylosen bis zur Glucose 
herunter spalten, sind fett- und eiweißspaltende Fermente, Phosphatase, 
Sulfatase u. a. in dem Präparat enthalten [Literatur pei Oppenheimer (8)]. 

Die Kohlehydratspaltung erfolgt nach Shermann und Baldwin (12) 
von Py 2,6 bis pg 8, optimal bei py 4,8, und zwar ohne merklichen Unter- 
schied bei der Amylase und Dextrinase; dagegen soll die in der Taka- 
diastase enthaltene Glucosaccharase am besten bei etwa Neutralität wirken 
(Pu 6 bis 8); gegenüber dem Stärkespaltungsvermögen ist jedoch die zucker- 
spaltende Kraft nach Shermann und Tanberg (13) relativ gering; sie fanden 
ein Verhältnis 8:1. 

Die Prüfung des von uns verwendeten Handelspräparats der 
Takadiastase ergab, daß Stärke von diesem bei pa 5,1 optimal ge- 
spalten wird; die Spaltung erfolgte nämlich bei pa 5,1 schneller als bei 
Ph 4,8 und 5,4. In den nächsten Versuchen wurde daher die Taka- 
diastase bei Zusatz eines Puffers von pa 5,1 auf Blut einwirken gelassen. 


Versuch 4. 


In sechs Reagenzgläsern wurden je 2,5 ccm Acetatpuffer (Zusammen- 
setzung: 10,0ccm 1/, n Natr. acetic. + 3,0 ccm 1/, n Essigsäure + Aqua dest. 
zu 100,0) mit 2,0 ccn frisch hergestellter Fermentlösung versetzt und je 
0,5 ccm defibriniertes Blut (vom Menschen durch Venenpunktion erhalten) 
zugegeben. . 

Die zum ersten Glase zugesetzte Fermentlösung enthielt auf 100 ccm 
50 mg Trockenferment; diese Lösung wurde vor Zusatz zum nächsten Glase 
jedesme.! auf dos Doppelte mit Aqua dest. verdünnt; zu jedem Glase wurde 
eine Kontrolle ınit Puffer + Fermentlösung angesetzt, die statt Blut Aqua 
dest. enthielt. In einem siebenten Glase wurde statt der Fermentlösung 
Aqua dest. zugesetzt. Außerdem wurden 0,5ccem Blut mit 4,5 ccm Wasser 
verdünnt und hiervon zweimal 1,0 cem zur Bestimmung der Reduktionskraft 
nach Hagedorn-Jensen verarbeitet. Röhrchen 1 bis 7 und Kontrollen 
kamen dann nach Zusatz von 2 Tropfen Toluol für 12 Stunden in den Brut- 
schrank, der auf 37° eingestellt war. Darauf wurde in je 1,0 ccm des Inhalts 
der Röhrchen zweimal die Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen be- 
stimmt. In derselben Weise wurde die Reduktionskraft in den folgenden 
Versuchen bestimmt. 


Wie Versuch 4 zeigt, nahm die Reduktionskraft des Blutes bei 
Verweilen desselben 12 Stunden bei 37% und px 5,3 von dem Glucose- 
wert 114 auf 126 zu; die Fermentlösungen hatten selbst reduzierende 
Eigenschaften, die im Verhältnis zu ihrer Konzentration als hoch 
bezeichnet werden müssen; addiert man die Reduktionswerte des 
frischen Blutes und die der Fermentlösungen und subtrahiert diese 
Summe von dem Reduktionswert der Blutfermentgemische nach Ein- 
wirkung des Ferments, so erhält man die durch das Ferment bewirkte 


1) Von Parke, Davis € Co., London, hergestellt nach dem Verfahren 
von Takamine. 
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Tabelle III. 


Zunahme der Reduktionskraft des Blutes durch Takadiastase bei ver- 
schiedener Fermentkonzentration. 


b c | d | e | f 
un: Reduktionskraft nach 12 Stunden bei 370 |: Zunahme der 
A Ne Endgültige S onskra = nden bei | Reduktions 
es ases A ut erment 
konzentration + Ferment | allein eg | e— GO +d] 


1 70 
2 35 
3 17 
4 5 
5 2 
6 0 
7 0 — 
| Reduktionskraft des 
8 | frischen Blutes 114 


Die Spalten a bis f geben die Reduktionskraft, berechnet auf Glucose 
in Milligrammprozenten für das Blut im unverdünnten Zustande an; das 
Ferment wurde 12 Stunden bei 37° einwirken gelassen. 

Wasserstoffzahl in Glas 7: py 5,34 (elektrometrisch). 


Zunahme der Reduktionskraft des Blutes; bei der höchsten Ferment- 
konzentration stieg der Glucosewert von 114 auf 149, d.h. um 31°, 
an; bei halb so großer Fermentkonzentration (1 . 10°*) war die Zunahme 
der Reduktionskraft ebenso groß; bei weiterer Abnahme des Ferment- 
gehalts änderte sie sich anfangs nur wenig und wurde dann zunehmend 
kleiner. Auf Grund dieses Versuchs, dessen Ergebnis zwei weitere 
bestätigten, wurde in den folgenden Versuchen die Fermentkonzentra- 
tion 1.10"* als ausreichend angesehen. 

Die nächsten Versuche sollten Aufschluß geben, ob das Wirkungs- 
optimum des Ferments bei Gegenwart von Blut bei derselben Wasser- 
stoffzahl liegt, wie es in wässeriger Stärkelösung gefunden wurde. 


Versuch A. 


Das Blut wurde in derselben Weise mit Acetatpuffer und Wasser 
verdünnt wie in den Versuchen 1 bis 3; abweichend enthielt jedoch der 
Puffer a ebenfalls Essigsäure, und zwar halb so viel wie b; in einer zweiten 
Reihe wurden statt der 2, Sen Wasser zu jedem Glase 2,0ccm Ferment- 
lösung (Takadiastase 25 mg-°%,) zugegeben; diese war (wie auch in den 
folgenden Versuchen) frisch hergestellt. 


Tabelle IV. 
Wirkung der Takadiastase auf Blut bei verschiedener Wasserstoffzahl. 


Acetatpuffer | a b | c | d e | f 
pg (kolorimetrisch) . . 5,70 5.37 
Reduktions- | ohne Ferment 94 97 


wert | mit > 110 115 
Pu (elektrometrisch). . . . 
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Zusammensetzung: 2,5ccm Acetatpuffer (vgl. b bis f Tabelle I) 
+ 2,0 ccm Aqua dest. bzw. Fermentlósung + 0,5 cem defibriniertes mensch- 
liches Blut; die Mischungen wurden 4 Stunden bei 37° gehalten; die Zahlen 
geben die Reduktion an, berechnet auf Glucose in Milligrammprozenten 
für unverdünntes Blut, und zwar nach Abzug der Reduktionswerte der 
Kontrollen, diese hatten die entsprechende Zusammensetzung, enthielten 
nur statt Blut Aqua dest. Die py-Werte wurden kolorimetrisch nach 
Michaelis an den auf das Doppelte mit Wasser verdünnten Puffergemischen 
gemessen; die elektrometrische py-Messung bei c erfolgte nach SES des 
Blutes mit V-Elektrode nach Michaelis. 

In Versuch 5 nahm die Reduktionskraft des Blutes unter dem 
Einfluß der Takadiastase am stärksten bei Zusatz von Puffer c, also 
bei pu 5,3 zu; drei weitere Versuche hatten das gleiche Ergebnis; in 
einem fünften Versuch war die Zunahme der Reduktionskraft am 
größten in dem mit Puffer b versetzten Gemisch; der Zusatz des 
Blutes beeinflußt demnach das Wirkungsoptimum der Takadiastase 
nicht wesentlich. Bei den folgenden Versuchen wurde daher die Pufferung 
des Blutes ähnlich wie in c (Versuch 5) durchgeführt. Versuch 6 soll 
zeigen, wie lange das Ferment einwirken muß, um das Maximum an 
Zunahme der Reduktionskraft des Blutes zu erzielen. 


Versuch 6. 


10,0 ccm Acetatpuffer (enthaltend 1,0 ccm */,n Natr. acet. und 0,3 ccm 
!/ın Essigsäure) + 8,0 ccm Fermentlósung (25 mg-%,) + 2,0 ccm defibri- 
niertes Blut werden gut gemischt, + 0,5 ccm Toluol, Aufbewahrung bei 37°; 
zu Beginn derselben und dann alle 2 Stunden werden 2.1 ccm entnommen 
zur Bestimmung der Reduktion. . 

Ergebnis: Anfangswert 118 mg-% Glucose; nach 2 Stunden (unter 
Abzug der Fermentkontrollen) 132, nach 4 Stunden 140, nach 6 Stunden 
149, nach 9 Stunden 160, nach 12 Stunden 163, nach 14 Stunden 163, 
nach 17 Stunden 163. 

Kontrolle ohne Fermentzusatz nach 12 Stunden 126. 

Die Fermentwirkung erreichte also das Maximum in 12 Stunden. 
In weiteren Versuchen wurde die Geschwindigkeit der Fermentwirkung 
bei der Stärkespaltung mit der auf das Blut verglichen. Bei Prüfung 
der Stärkespaltung durch das Ferment unter Versetzen von Proben 
der stärkehaltigen Fermentlösung mit verdünnter Jodlösung war es 
aufgefallen, daß die Spaltung viel schneller vor sich ging, als man nach 
dem Ausfall von Versuch 6 erwarten sollte1); es entsteht daher die 
Frage, sind im Blute Stoffe vorhanden, die die Wirkung des Ferments 
hemmen, oder vermag das Ferment die reduzierenden Substanzen aus 
dem Blute nur mit einer geringeren Geschwindigkeit abzuspalten als 
aus Stärke. 


1) Nach den Angaben des Herstellers der verwendeten Takadiastase 
sollte diese imstande sein, das 300fache des eigenen Gewichts an Stärke 
innerhalb von 10 Minuten unterentsprechenden Bedingungen zu konvertieren. 
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Die Versuchsanordnung war bezüglich Pufferung und Ferment- 
zusatz die gleiche wie in Versuch 6; an Stelle des Blutes wurde eine 0,1% 
Stärkelösung zugesetzt, bzw. Blut mit Zusatz von 0,1 % Stärke (lösliche 
Stärke von E. Merck). Diese Versuche zeigten nun, daß die Stärke 
schon in 3 Stunden vollständig bis zur Glucose durch das Ferment 
aufgespalten wurde; auch der Zusatz von Blut hemmte die Stärke- 
spaltung nicht. Es muß demnach angenommen werden, daß das Ferment 
die Stoffe des Blutes, aus denen es reduzierende Substanzen abspaltet, 
schwerer anzugreifen vermag als Stärke. 


Der nächste Versuch soll noch zeigen, daß die Wirkung des Ferments 
hinsichtlich Zunahme der Reduktionskraft des Blutes zu gut repro- 
duzierbaren Befunden führt. 


Versuch 7. 


Reagenzglas a, b, c und d enthalten je 2, GER Puffer (derselbe wie 
Versuch 6) + 2,0 cem Fermentlösung (25 mg-%) + 0,58 ccm Blut; Glas e 
dasselbe, jedoch statt Fermentlósung Aqua der Glas f dasselbe wie a, 
jedoch wurden 2,0 ccm Fermentlösung zugegeben, die durch einstündiges 
Erhitzen auf 80° unwirksam geworden war; Kontrollen zu a, e und f mit 
Wasser statt Blut; alle Gläser stehen 20 Stunden bei 37°, dann Bestimmung 
des Reduktionswertes. 


Ergebnis: Glucosewert des frischen Blutes 104 mg-% ; Reduktionswert 
nach Abzug der Kontrollen mit Blut, jedoch ohne Ferment bei a 139, 
b 137, c 135, d 135, e 116, f 117. Die Reduktionswerte der Kontrollen 
mit wirksamem und unwirksamem Ferment waren nahezu gleich: 36 und 34. 


- Dieser Versuch zeigt ferner, daß die Bestimmung der durch das 
Ferment abspaltbaren Stoffe nicht beeinträchtigt wird durch die 
Notwendigkeit, den Reduktionswert des Ferments in Abzug zu bringen, 
denn bei Verwendung des infolge Erhitzens unwirksamen Ferments 
wird derselbe Wert erhalten wie ohne Zusatz von Ferment (c und f 
in Versuch 7). 


Nachdem durch das eindeutige Ergebnis dieser Versuche dargetan 
war, daß die Reduktionskraft des Gesamitblutes durch die Wirkung der 
Takadiastase regelmäßig um einen bestimmten Betrag erhöht wird, 
wurde untersucht, wie die Versuche ausfallen, wenn man sie mit Plasma 
bzw. Blutkörperchenbres anstellt. Es sollte auf diese Weise festgestellt 
werden, aus welchen Anteilen des Blutes die reduzierenden Stoffe 
durch das Ferment abgespalten werden. Hierzu wurde vorher geprüft, 
ob die Wirkung des Ferments durch einen Zusatz von Kaliumoxalat 
zur Verhinderung der Gerinnung des Blutes beeinträchtigt wird; ein 
Zusatz von 0,2 bis 0,4% Kaliumoxalat zum Blute erwies sich dabei 
als ohne Einfluß auf das Ergebnis des Fermentversuchs. 


Die Wirkung des Ferments auf Plasma und Blutkörperchenbrei 
wurde in Versuch 8 bis 12 untersucht, vgl. Tabelle V. Die Reduktions- 
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Tabelle V. 
Wirkung der Takadiastase auf Plasma und Blutkörperchenbrei. 
| mm Plasma ee SES | Gesamtblut 

Ss , 

2 | Herkunft Ein: | | B 2 

s | des Blutes | ! i | ras E 

> a b bn a b "bn a b b-a" volumen Se 
í in jo (V) 

Ih ee Na a ee MR Lee A | | = a A 
8 | Mensch 106,109, 3 106 192 86 |105 147 89 
9 84' 85! 1 . 76 194! 118 82 | 127 42,1 107 

10 | Kaninchen ¡148 154) 6 ' 44 119 | 75 110/140 37,3 80 

11 ; 166 172) 6 4.134! 130 112,152 33.1 |121 

IER > 1184.19 8 80 260; 180 157,209 26,7 185 


Das der Vene entnommene Blut wurde mit 0,2%, Kaliumoxalat versetzt 
und ein Teil sogleich 15 Minuten bei 3500 Umdrehungen pro Minute zentri- 
fugiert; unter a ist jeweils der Zuckergehalt des betreffenden Materials 
in Milligrammprozenten bei sofortiger Verarbeitung aufgefiihrt, unter b 
der Reduktionswert desselben Materials (berechnet als Milligrammprozente 
Zucker) nach l6stindiger Einwirkung von Takadiastase bei pn 5,3 nach 
Abzug des Wertes der Fermentkontrollen; Ansatz der Blut-Ferment- 
Puffermischungen wie in Versuch 6. 


kraft des Plasmas blieb durch die Einwirkung des Ferments so gut wie 
unverändert, die ganz geringfügige Zunahme der Reduktionskraft in 
den Versuchen mit Kaninchenblut darf vielleicht auf eine Spur Hämolyse, 
die durch den Oxalatzusatz bedingt war, zurückgeführt werden. Bei 
Verwendung von Blutkörperchenbrei betrug die Zunahme der Re- 
duktionskraft durch die Fermentwirkung 80 bis 300%; in Versuch 11 
war die Zunahme noch größer, da die Blutkörperchen fast zuckerfrei 
waren und ihre Reduktionskraft vor der Fermentwirkung daher sehr 
gering war. Bei Verwendung von Gesamtblut nahm die Reduktions- 
kraft entsprechend dem Ausfall der vorausgehenden Versuche um 
27 bis 55%, des Ausgangswertes, im Mittel um 38 %, zu. Hieraus geht 
hervor, daß die reduzierenden Substanzen durch das Ferment lediglich 
aus den Blutkörperchen abgespalten werden. Es ist daher statthaft, 
wenn das Gesamtblut allein untersucht wird, die Menge der reduzierenden 
Stoffe, die durch das Ferment abgespalten werden, allein auf die Blut- 
körperchen zu beziehen, um so ein anschaulicheres Bild des Gehalts 
der Blutkörperchen an diesen Stoffen zu gewinnen. Diese Berechnung 
kann ausgeführt werden, wenn man das Blutkörperchenvolumen kennt; 
dieses wurde in den Versuchen mit den U-förmigen Röhrchen von 
Bönniger bestimmt (vgl. Tabelle V). Das Resultat dieser Berechnung 
gibt die letzte Spalte der Tabelle V wieder; es stimmt ziemlich gut 
mit den direkt bei Verwendung von Blutkörperchenbrei erhaltenen 
Werten überein. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 5 
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Es war nun ferner von Interesse, zu erfahren, wie sich die Stoffe, 
die durch das Ferment abgespalten werden, verhalten, wenn dieses 
auf Blutkörperchenbrei einwirken gelassen wird, der vorher wiederholt 
mit isotonischer Kochsalzlösung gewaschen war. Über derartige Beob- 
achtungen berichten die Versuche 13 bis 16 (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 


Einwirkung von Takadiastase auf Blutkörperchen, die mit 0,9%; Kochsalz- 
lösung gewaschen waren. 


Reduktionswerte my+%/9 Glucose | 


| | 
ı  Blutkörperchenbrei ` ` 
Versuch | tp b—a 
| gewaschen a) sofort C b) nach Fe-Wirkung ` 
105 "ai 
115 105 
159 ı 134 
90 | 73 


Das der Vene entnommene menschliche Blut wurde nach Zusatz 
von 0,2% Kaliumoxalat sogleich 20 Minuten zentrifugiert, das Plasma ab- 
pipettiert und durch 0,9%, NaCl-Lösung ersetzt; nach sorgfältigem Mischen 
erneutes Zentrifugieren usf. 


Der Zuckergehalt der Blutkörperchen war nach drei- bis sechs- 
maligem Auswaschen mit NaCl-Lösung durchweg sehr gering, nämlich 
10 bis 25 mg-%,; der freie Zucker der Blutkörperchen war also größten- 
teils aus den Körperchen herausgewaschen worden; zum Teil war er 
aber auch wohl durch Glykolyse verschwunden, da das Auswaschen 
eine Zeit beanspruchte, in der die Glykolyse bereits merklich zur Geltung 
kommen konnte. Die absolute Zunahme der Menge der reduzierenden 
Stoffe infolge Einwirkung des Ferments war jedoch etwa ebenso groß 
wie bei ungewaschenen, frischen Blutkörperchen in den Versuchen 8 
bis 12; es muß demnach angenommen werden, daß die Stoffe, die durch 
das Ferment gespalten werden, beim Waschen der Blutkörperchen 
mit NaCl-Lösung so gut wie vollständig in den Blutkörperchen zurück- 
bleiben. 


Die Ergebnisse der hier mitgeteilten Versuche sind denen durchaus 
ähnlich, die Lépine früher bei Einwirkung von Emulsin auf das Blut 
erhalten hat. Es scheint jedoch keineswegs berechtigt, diese durch 
das Ferment abgespaltenen reduzierenden Substanzen ohne weiteres 
als Zucker anzusprechen, denn es könnte sich hierbei sehr wohl um 
ganz andersartige Stoffe handeln, z. B. um Aminosäuren mit reduzierenden 
Eigenschaften. Es dürfte um so mehr geboten sein, vorläufig von 
einer näheren Kennzeichnung der Art der durch das Ferment ge- 
spaltenen Stoffe abzusehen, als in dem Fermentpräparat Takadiastase, 
wie oben angeführt, tatsächlich eine ganze Anzahl von Fermenten ent- 
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halten ist, die an dem Ausfall der Versuche beteiligt sein könnten. Das 
Ergebnis der Versuche 8 bis 12 (Tabelle V) spricht aber dafür, daß es 
sich nicht um einfache Eiweiß- oder Fettspaltung handeln kann; denn 
sonst müßte man erwarten, daß die Versuche auch bei Verwendung 
von Plasma zu einer Zunahme der Reduktionskraft führen. Es kann 
sich bei den Stoffen, die durch das Ferment gespalten werden, eben 
nur um solche handeln, die ausschließlich in den Blutkörperchen vor- 
kommen. Um ein Urteil über die Natur dieser Stoffe zu gewinnen, 
müssen besondere Versuche angestellt werden, in denen ihre Gärfähigkeit 
mit Hefe sowie ihr Verhalten bei für Kohlehydrate spezifischen Re- 
aktionen zu prüfen wäre. Über derartige Versuche wird in der nächsten 
Mitteilung berichtet werden. 


II. Versuche mit Emulsin. 


Das Emulsin gilt heute ebenfalls als ein Gemisch von verschiedenen 
Fermenten; es ist also ein Fermentpräparat [Oppenheimer (8)]. Die 
klassische Reaktion des Emulsins, die Aufspaltung des Amygdalins 
wird, wie man annimmt, durch drei Fermente bewirkt, nämlich Amyg- 
dalase, B-Phenolglucosidase und Benzcyanase; daneben enthält das 
Práparat aber noch andere Fermente, die auch Stárke angreifen, also 
Amylase. Die fir die Wirkung optimale Wasserstoffzahl wurde je 
nach dem verwendeten Substrat verschieden gefunden, z. B. fiir Amyg- 
dalin bei pu 6, für 8-Methylglucosid bei pa 4,9, für Raffinose bei pa 4,1 
[Willstätter und Csanyi (14)). 

Zu den Versuchen wurde ein Emulsinpräparat verwendet, das ich mir 
aus bitteren Mandeln nach den Angaben von Willstätter und Csanyi (14) 
selbst herstellte: über die Prüfung des Wirkungswertes dieses Präparats 
wird unten berichtet. Ein wesentlicher Vorteil des Emulsins gegenüber der 
Takadiastase besteht darin, daß es frei ist von reduzierenden Substanzen; 
auch das hier verwendete Präparat hatte bei Analyse der zu den Versuchen : 
benutzten Lösungen nach Hagedorn-Jensen keine reduzierenden Eigen- 
schaften. 

Die Versuche ergaben, daß die Reduktionskraft des Blutes durch 
die Wirkung des Emulsins in ähnlicher Weise gesteigert werden kann, 
wie durch die Takadiastase. Es wurden daher bei derselben Versuchs- 
anordnung, wie sie im ersten Teile zur Anwendung kam, die optimale 
Fermentkonzentration, die Wasserstoffzahl für die optimale Ferment- 
wirkung und die erforderliche Wirkungszeit für das Ferment bei 37° 
festgestellt. Beispiele für das Ergebnis zeigen die Versuche 17, 18 und 19. 


Versuch 17. 

In fünf Reagenzglásern wurden je 2,5 ccm Acetatpuffer (Zusammen- 
setzung: 10,0 ccm !/,n Natr. acet. + 3,0 ccm !/,n Essigsäure + Aqua dest. 
zu 100,0) mit 2,0 ccm frisch hergestellter Fermentlösung versetzt und je 
0,5ccm defibriniertes Blut zugegeben. 


5* 
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Die zum ersten Glas zugesetzte Fermentlósung wurde hergestellt 
durch Verreiben von 10 mg Fermentpulver in 10ccm Aqua dest.; infolge 
der vorausgehenden Alkoholfállung ist ein Teil des vorhandenen Eiweißes 
unlöslich; während 1 Stunde wurde wiederholt umgerührt; darauf wurde 
filtriert. Das Filtrat kam in Glas a (2 cem); ein Teil dieser Lösung wurde 
auf das Doppelte verdünnt und Glas b zugefügt; Glas c und d erhielten 
die vier- bzw. achtfache Verdünnung; in Glas f kam statt der Ferment- 
lösung Aqua dest.; nach 12stiindigem Aufenthalt der Gläser bei 37° Be- 
stimmung der Reduktionskraft in je zweimal 1,0 ccm nach Hayedorn-Jensen. 


Ergebnis (Reduktionswert berechnet für Glucose im unverdünnten 
Blute in Milligrammprozenten): a 132, b 132, c 126, d 120, e 112, 
f 110; Zuckergehalt des frischen Blutes 99 mg-%. 


Zu den folgenden Versuchen wurde eine Fermentlösung verwendet, 
die auf die gleiche Weise hergestellt war wie die zu a zugesetzte; diese 
wird mit „Lösung EI" bezeichnet; sie wurde stets frisch bereitet. 


Versuch 18. 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in Versuch 5: je 2,5 ccm 
Puffer a bis e + 2,0ccm Aqua dest. bzw. Fermentlösung E + 0,5 ccm 
Blut; die Proben wurden 4 Stunden bei 37° gehalten. 


| Tabelle VII. 
Wirkung des Emulsins auf Blut bei verschiedener Wasserstoffzahl. 


Acetatpufter: | a | b | ce | a| e| ot 


Py (kolorimetrisch) . . . 


Reduktionswert ohne Ferment i ; 
5 mit ` 
Pg (elektrometrisch). . .... . 


Reduktionswert des frischen Blutes: 101; úber die Berechnung der 
Reduktionswerte vgl. Tabelle IV. 


Versuch 19. 


10,0 eem Acetatpuffer (Zusammensetzung wie in c, Versuch 18, vgl. o 
in Tabelle I) + 2,0 ccm defibriniertes menschliches Blut + 8,0 ccm Ferment- 
lösung E; Aufbewahrung bei 37°; Entnahme von Proben zu verschiedener 
Zeit zur Bestimmung der Reduktionskraft. 


Ergebnis. Anfangswert 98 mg-% Glucose; nach Y Stunde bei 37° 
103, nach 4 Stunden 113, nach 7 Stunden 130, nach 21 Stunden 130. 


In Versuch 18 wurde die optimale Fermentwirkung bei pa 5,3 bis 
4,2 gefunden. Auffallend war in diesem Versuch, daß bei verschie- 
denen Proben, die bei verschiedener Wasserstoffzahl angesetzt waren, 
die Reduktionswerte ohne Fermentzusatz nach der Aufbewahrung 
bei 37° niedriger waren als im frischen Blute; ein derartiges Verhalten 
wurde gelegentlich auch bei Versuchen mit Takadiastase beobachtet. 
Es ist diese Abnahme der Reduktionskraft vielleicht auf fermentative 
Vorgänge im Blute zurückzuführen, auf die in einer späteren Mitteilung 
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eingegangen werden soll. Versuch 19 zeigt, daß die Fermentwirkung 
nach 7 Stunden ihr Maximum erreicht hatte. 

Die Wirksamkeit der Fermentlösung E wurde geprüft, indem der 
Zeitwert nach Willstätter für die Spaltung von Amygdalin bestimmt 
wurde, d.h. die Anzahl der Minuten, welche 1 mg Emulsin gebrauchen 
würde, um bei 30% und optimalem pa 50% der theoretischen Monose- 
menge abzuspalten in 20 ccm Lösung aus 0,10 g Amygdalin; abweichend 
von dieser Vorschrift wurde die Spaltung bei pe 5,15, der für Amygdalin- 
spaltung nicht ganz optimal ist, untersucht; es wurde ein Zeitwert von 
47 Minuten gefunden, wenn die teilweise Unlöslichkeit des Präparats 
nicht berücksichtigt wird; hiernach muß dem Präparat eine relativ 
hohe Wirksamkeit zuerkannt werden. 


Tabelle VIII. 
Vergleich der Wirkung von Emulsin und Takadiastase. 


Versuch | Material nn b) + Emulsin  b)— a) ee | c) — a) 


| 103 136 
Menschliches Blut 185 213 

22 defibriniert 98 131 
23 101 129 


Ansatz der Proben: a) 4,5ccm Aqua dest. + 0,5 ccm Blut, zweimal 
1,0 cem sofort verarbeitet nach Hagedorn-Jensen; b) 2,5 ccm Puffer (wie 
in Versuch 17) + 2,0 ccm Fermentlósung E + 0,5ccm Blut); ei 2,5 ccm 
Puffer + 2,0ccm Takadiastase (25 mg-%) + 0,5ccm Blut. b) und c) 
15 Stunden bei 37° aufbewahrt; dann je zweimal 1,0 ccm nach Hagedorn- 
Jensen verarbeitet; bei den c)-Werten der Tabelle sind die Werte der 
Fermentkontrolle abgezogen. 


Ein Vergleich der Wirkung des Emulsins mit der der Takadiastase 
wurde in den Versuchen 20 bis 23 (Tabelle VIII) durchgeführt; während 
in den ersten beiden Versuchen das Ergebnis bei beiden Fermenten 
nahezu übereinstimmte, blieb die Zunahme der Reduktionskraft durch 
Emulsin in den Versuchen 22 und 23 hinter der durch Takadiastase 
bewirkten nicht unwesentlich zurück. Diese Unterschiede könnten 
auf verschiedener Wirkungsstärke des betreffenden Ferments beruhen. 
Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die Versuche entsprechend den 
vorausgehenden Erfahrungen unter optimalen Bedingungen angesetzt 
waren. Es könnten auch Unterschiede in dem zu spaltenden Material 
der verschiedenen Blutproben vorhanden gewesen sein. Sollte es sich 
z.B. um komplexe Kohlehydrate handeln, dann ist es nicht unwahr- 
scheinlich, daß diese sich aus verschiedenen Fraktionen zusammen- 
setzen. Diese könnten in den verschiedenen Blutproben einmal in 
verschiedenem Mengenverhältnis zueinander stehen und ferner durch 
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die beiden Fermentpráparate in verschiedenem Grade angegriffen 
werden; diese Fragen bedürfen noch der Klärung, bevor die Methodik 
für klinische Zwecke verwendet werden kann. 


Es folgt ein Versuch, der zeigt, daß auch das Emulsin die redu- 
zierenden Substanzen nur aus den Blutkörperchen abspaltet, nicht 
dagegen aus Plasma. 


Versuch 24. 


Menschliches Venenblut mit Oxalatzusatz: a) Zuckergehalt des frischen 
Materials, b) Reduktionswert nach Einwirkung von Emulsin; Plasma: 
a) 118, b) 125; Blutkörperchenbrei: a) 104, b) 158; Gesamtblut: a) 118, 
b) 137. 


Die letzten Versuche weisen auch in Blutkörperchen, die mit isotonischer 
NaCl-Lösung wiederholt gewaschen wurden, die durch Emulsin spaltbaren 
Stoffe in beträchtlicher Menge nach. 


Versuch 25. 


Blutkörperchenbrei dreimal mit 0,9% NaCl-Lösung gewaschen (wie 
Versuch 13): a) Reduktionswert des frischen Materials 36, b) nach Emulsin- 
wirkung 92; c) nach Takadiastasewirkung 116. 


Versuch 26. 


Bei derselben Anordnung wie Versuch 25, aber anderer Blutprobe: 
a) 28, b) 91, c) 109. 

Auch in diesen beiden Versuchen ist die Zunahme der Reduktions- 
kraft nach Emulsin etwas schwächer als nach Takadiastewirkung. 
Falls es sich um Kohlehydrate handeln sollte, die gespalten werden, 
so könnten diese Unterschiede möglicherweise dadurch zustande 
kommen, daß das Emulsinpräparat keine Maltase enthält, während 
diese in der Takadiastase enthalten ist. Hier müssen besondere Versuche 
Aufschluß bringen. Wenn diese Versuche mit Emulsin zu einem anderen 
Ergebnis geführt haben wie die von Ege (4) (vgl. S.58), so ist dies 
wohl hauptsächlich darauf zurückzuführen, daß Æge die Wasserstoff- 
zahl der Lösung bei der Wirkung seines Ferments nicht berücksichtigt 
hat, während in vorstehenden Versuchen in dieser Hinsicht optimale 
Bedingungen für die Fermentwirkung geschaffen wurden. Es wäre 
für die abweichenden Versuchsergebnisse Eges aber noch eine andere 
Möglichkeit denkbar: es könnte sein, daß die Abspaltung reduzierender 
Substanzen durch das hier verwendete Emulsinpräparat durch ein in 
diesem enthaltenes Ferment zustande kam, das mit demjenigen, welches 
die klassische Reaktion des Emulsins bewirkt, die Spaltung des 
Amvgdalins, nichts zu tun hat. Wenn nun dieses Ferment in dem 
Emulsinpräparat, das Ege zu seinen Versuchen verwendete, infolge 
anderer Herstellungsweise nicht enthalten war, so würden die nega- 
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tiven Befunde Eges verständlich sein. Eine vollständige Klärung wird 
hier wohl erst dann stattfinden können, wenn es möglich ist, mit 
wirklich reinen Fermenten zu arbeiten. 


Zusammenfassung. 


l. Die Reduktionskraft des Blutes von nüchternen gesunden 
Menschen und Kaninchen nimmt durch Einwirkung von Takadiastase 
um 30 bis 40%, zu; es werden die optimalen Bedingungen für die 
Wirkung des Ferments auf das Blut — optimale Wasserstoffzahl, 
Fermentkonzentration und Wirkungszeit — festgestellt. 

2. Die Zunahme der Reduktionskraft durch die Wirkung der 
Takadiastase erfolgt nur bei Verwendung von Gesamtblut, nicht 
dagegen bei Verwendung von Plasma; wird Blutkörperchenbrei zu 
den Versuchen genommen, so ist die Zunahme der Reduktionskraft 
eine bedeutend größere. 

3. Die durch die Takadiastase spaltbaren Stoffe der Blutkörperchen 
bleiben bei drei- bis sechsmaligem Waschen der Blutkörperchen mit 
isotonischer Kochsalzlösung in diesen zurück. 

4. Bei Einwirkung von Emulsin auf das Blut konnten im wesent- 
lichen dieselben Befunde erhoben werden wie mit Takadiastase; doch 
fil die Zunahme der Reduktionskraft durch Emulsin nicht selten 
etwas geringer aus als die durch Takadiastase bewirkte. 
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Insulin und Glykogenbildung. 
Von 


K. Pogäny. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der königl. ungar. Universität 
Budapest.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1927.) 


Der Tatsache, daß die Blutzuckerkonzentration nach Insulin- 
darreichung abnimmt, können zweierlei Vorgänge zugrunde liegen: 
entweder wird Zucker in erhöhter Menge verbrannt (abgebaut), oder 
aber es wird der Zucker in irgend einer Form, wohl durchweg in Form 
von Glykogen, in verschiedenen Organen abgelagert. Im Übersichts- 
referat von Laqueur!) über Insulin werden die Ergebnisse der bis 
Ende 1924 erschienenen Arbeiten dahin präzisiert, daß eine Steigerung 
der Zuckerverbrennung ebensowenig erwiesen ist, wie (am Nicht- 
diabetischen) eine Ablagerung von Glykogen. Aber auch durch die 
nach 1924 veröffentlichten Mitteilungen scheint obige Frage einer 
Klärung nicht näher gebracht zu sein, da ihre Ergebnisse durchaus 
widersprechend lauten. Eine solche Klärung wurde durch nachstehend 
mitgeteilte Versuche erstrebt. 

Da die Leber nicht das einzige Organ ist, in dem Glykogen ab- 
gelagert werden kann, die Bestimmung in den einzelnen hierfür in 
Betracht kommenden Organen größerer Tiere aber viele Mühe und 
noch mehr Ungenauigkeiten bedingt hätte, habe ich zu meinen Ver- 
suchen weiße Mäuse verwendet, die im ganzen verarbeitet werden 
konnten. Um vergleichbare Resultate zu erhalten, mußte dafür gesorgt 
werden, daß der Glykogenvorrat aller Tiere ein möglichst gleichmäßiger 
sei. Dies dachte ich dadurch erreichen zu können, daß alle Tiere, 17 bis 
25 g schwere, gesunde Exemplare, vorangehend mindestens 2 Wochen 
hindurch die gleiche Nahrung, bestehend aus Brot, wenig Hafer und 
Milch, erhielten, vor dem Versuch aber 14 Stunden lang hungerten. 
Von den so vorbereiteten Tieren habe ich zu jeder Versuchsreihe vier 
Exemplare verwendet. Drei davon enthielten dieselbe Insulinmenge 
unter die Haut gespritzt, das vierte diente als Kontrolltier. In den 
Versuchen mit den größten Insulindosen waren, wie weiter unten 


1) Ernst Laqueur, Jahresber. ü. d. ges. Physiol. 6, 677, 1926. 
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erörtert werden wird, die Tiere durchweg glykogenfrei geworden; hier 
konnte ich von Kontrollversuchen füglich absehen. 

Vom Insulin wurden in je einer Versuchsreihe 0,004, 0,006, 0,01, 
0,02, 0,03, 0,04 klinische Einheiten verwendet, und zwar habe ich diese 
Dosierung durch 100- bis 1000fache Verdünnung der Originalpräparate 
erreicht. 

Die Versuche habe ich durchweg parallel mit Richterschem und 
mit „A B“-Insulin durchgeführt, und zwar so, daß erst von dem Richter- 
schen Präparat zu zwei verschiedenen Gelegenheiten je drei Tiere eine 
der vorerwähnten Dosen erhielten, dann von dem „AB‘“-Insulin wieder 
zu zwei verschiedenen Gelegenheiten je drei Tiere dieselbe Dosis. Es 
wurde also jede Dosis an viermal drei Tieren verwendet. Zu je drei 
Insulintieren gehörte ein viertes als Kontrolltier, das kein Insulin erhält. 

Sofern die Tiere nicht vorzeitig an den Krämpfen verendeten, 
wurden sie 1%, Stunden nach der Insulindarreichung durch Nacken- 
schlag getötet, mit einigen Scherenschlägen zerkleinert, sofort in die 
vorbereitete heiße Kalilauge eingebracht und auch weiter nach dem 
Pflügerschen Verfahren auf Glykogen verarbeitet. Die vorzeitig ver- 
endeten Tiere wurden nach den letzten Atemzügen zerstückelt und 
weiterhin wie die obigen behandelt. Einirgend in Betracht kommender 
Verlust durch Verzuckerung des Glykogens mußte auf diese Weise 
nicht befürchtet werden. Das am Filter gesammelte Glykogen wurde 
mit Salzsäure invertiert, der Zucker nach Bertrand bestimmt und in 
Glykogen umgerechnet. 

An der hinlänglichen Richtigkeit der auf diese Weise erlangten 
Werte zu zweifeln, besteht kein Grund, soweit es sich um einige Zenti- 
gramme Glykogen handelte; wohl aber, wenn es alles in allem bloß 1 cg 
oder noch weniger Glykogen war, das in den Tieren enthalten war. 
Um nicht in den Fehler so mancher Mitteilungen zu verfallen, in denen 
der ausschlaggebende Einfluß der mannigfaltigen Fehlerquellen (bei 
der Fällung und Verzuckerung des Glykogens, beim Sammeln des 
Kupferoxyduls auf dem Asbestfilter, bei der Titration der ferrohaltigen 
Eisenlösung) übersehen wird, will ich ausdrücklich auf die Unsicherheit 
hinweisen, die in solchen Fällen den als Resultat angegebenen Zahlen- 
werten anhaftet. Diese sind aber aus dem Grunde verwendbar, weil 
sie in den verschiedenen, mit wechselnden Insulindosen ausgeführten 
Versuchsreihen solche große Unterschiede aufweisen, wie gleich gezeigt 
werden soll. 

Alle Versuchsdaten sind in der Generaltabelle am Ende des Textes 
verzeichnet, und ist ihnen zunächst die Tatsache zu entnehmen, daß 
auch innerhalb einer mit derselben Insulindosis ausgeführten Versuchs- 
gruppe sich im Glykogengehalt der verschiedenen Tiere recht große 
Schwankungen ergeben. Es hätte daher keinen rechten Sinn gehabt, die 
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verabreichte Insulingabe auf die Körpergewichtseinheit der Tiere, oder 
die gefundene Glykogenmenge auf die so reduzierte Insulinmenge zu 
beziehen und aus den schwankenden Ergebnissen einen Mittelwert 
zu ziehen. Ungekünstelt und doch anschaulich sind die Ergebnisse, 
wenn, wie in nachfolgender Tabelle I, nur die an den Insulintieren je 
einer Gruppe erhaltenen Minimal- und Maximalwerte des gefundenen 
Glykogens angegeben und ihnen im letzten Stabe der Tabelle die ent- 
sprechenden Normalwerte beigestellt sind. 


Tabelle I. 


Versuche 
mit „AB“ Insulin 


Glykogen 9/00 


; Versuche mit 
Insulin Richter schem Insulin 


Klinische Einheiten Glykogen DI, 4 


Normaltiere 
Glykogen °/o0 


0,004 0,26—0,77 0,80—0,50 
0,006 0,36—0,55 0,55—0,71 
0,01 1,08—1,50 0,63—1,13 
0,02 0,89—3,37 0,90—3,00 
0,03 0—0,42 0—0,24 
0,04 0 0 


Die Ergebnisse, so wie sie aus Tabelle 1 hervorgehen, sind die 
folgenden: 

1. Dosen bis zu 0,006 klinischen Einheiten haben keinen Einfluß 
auf den Glykogengehalt der Tiere. 

2. Dosen von 0,01 bis 0,02 haben eine bedeutende Steigerung 
zur Folge; die Steigerung ist nach 0,02 deutlich größer als nach 0,01. 

3. Nach Dosen von 0,03 fehlt das Glykogen etwa in der Hälfte 
der Fälle; bei der anderen Hälfte wird weniger gefunden als in Normal- 
tieren. Das Fehlen des Glykogens bezieht sich ausnahmslos auf Fälle, 
in denen die Tiere einen oder mehrere Krampfanfälle hatten; umgekehrt 
gab es aber drei Fälle, Nr. 67, 74 und 77, in denen das Tier in Krämpfe 
verfallen war und doch Glykogen enthielt. 

4. Dosen von 0,04 waren ohne Ausnahme in jedem Falle von 
Krämpfen gefolgt, und war Glykogen in keinem Falle nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse sind so deutlich, wie nur möglich: Durch Insulin 
wird Glykogen angesetzt, und zwar um so mehr, je mehr Insulin ver- 
abrescht wurde. Kommi es jedoch zu Krämpfen, so wird alles Glykogen 
abgebaut und in den Muskeln verbraucht. 

Glykogenschwund aus Katzenmuskeln als Folgeerscheinung von 
Insulinkrämpfen wurde bereits von Best, Hoet und Marks!) beschrieben, 
Glykogenansatz aber als Folgeerscheinung kleiner Insulindosen von 
Frank, Hartmann und Nothmann?) an sieben Kaninchen, die sie mit 


1) ©.H.Best,J.P.Hoetand H. P. Marks, Proc. Roy. Soc. B. 54, 100, 1926. 
2) E. Frank, E. Hartmann und M. Nothmann, Münch. med. Wochen- 
schrift 1925, S. 1067. 
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vier Kontrolltieren vergleichen, bewiesen, und sind es auch diese 
Antoren, die die in früheren Mitteilungen erhaltenen Widersprüche 
zum ersten Male in dem Sinne zu erklären suchten, wie dies von mir 
an der Hand einer weit größeren Zahl von Versuchen zu beweisen 
endgültig gelungen ist. 

Gegen diese Deutung meiner Versuchsergebnisse konnte folgendes 
eingewendet werden. Viele der mit 0,03 klinischen Einheiten, alle mit 
0,04 behandelten Tiere sind den Krämpfen vor Ablauf der für die 
Versuchsdauer angesetzten 11 Stunden erlegen, am raschesten die 
Tiere Nr. 86, 81 und 91, und zwar 34 bzw. 31 bzw. 22 Minuten nach 
eıfolgter Insulininjektion. Es ließe sich daher einwenden, daß die 
Tiere aus dem Grunde kein Glykogen enthielten, weil sie infolge ihres 
vorzeitigen Todes keine Zeit hatten, solches anzusetzen. Diesen Tieren 
können aber Nr. 78, 75, 85 und 82 gegenübergestellt werden, die noch 
65 bzw. 72 Minuten lang nach der Injektion fortgelebt hatten, also 
nur 25 bis 18 Minuten vor Ablauf der festgestellten 11, Stunden ver- 
endet sind und doch glykogenfrei gefunden wurden. 

Auch könnte versucht werden, meine Versuchsergebnisse dahin 
zu deuten, daß unter dem Einfluß mäßiger Insulindosen wohl Glykogen 
angesetzt wird, dies aber nach großen Dosen nicht der Fall ist. Meines 
Erachtens ist diese Deutung gekünstelt und auch überflüssig, weil 
damit ein neues, ungelöstes Problem konstruiert wird: die synthetische 
Wirkung kleiner Dosen, die den größeren abgeht. 

Für die nächste Zeit ist in unserem Institute beabsichtigt, obige 
Versuche durch folgende zu ergänzen: 

a) Es soll nach Verabreichung von mäßigen Dosen Insulin (0,01 
bis 0,02 klinische Einheiten pro eine weiße Maus), die nach meinen 
Feststellungen zu Glykogenansatz, jedoch zu keinen Krämpfen führen, 
11 Stunden nach erfolgter Insulininjektion Krämpfe durch Strychnin 
erzeugt werden, in der Erwartung, daß in diesen Tieren Glykogen fehlt, 
an Kontrollinsulintieren, die kein Strychnin erhalten sollen, in erhöhter 
Menge vorhanden sein wird. 

b) Es sollen nach Verabreichung großer Insulindosen (0,04 klinische 
Einheiten pro eine weiße Maus), die nach meinen Feststellungen zu 
Krämpfen, vorzeitigem Tod und Glykogenmangel führen, die Tiere 
vor dem Zeitpunkt, zu dem sie unter Krämpfen zu verenden pflegen, 
getötet und ihr Glykogengehalt bestimmt werden, und zwar in der 
Erwartung, daß zu diesen Zeitpunkt auch in den mit großen Insulin- 
dosen behandelten Tieren starker Glykogenansatz nachzuweisen ist. 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari ausgeführt. Die zur Ausführung der Versuche nötigen 
Mittel wurden aus der Zuwendung der Ella Sachs- Plotz-Stiftung be- 
stritten, wofür der Stiftungsleitung bester Dank ausgesprochen sei. 
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Ein Beitrag | 
zur Mikromethode der Stickstoffbestimmung nach I. Bang. 


Von 
Kenzo Suto. 
(Aus dem mediziniseh-chemischen Institut der Universität Kanazawa, Japan.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es erübrigt sich zu sagen, daß die von I. Bang ausgearbeitete 
Methode der Mikrostickstoffbestimmung ausgezeichnete Dienste ge- 
leistet hat. Doch erschienen mir nach meinen bisherigen Erfahrungen 
folgende Punkte zweifelhaft: 1. Ist es berechtigt, die Silberröhre als 
Kühler zu benutzen? 2. Darf man Glaskühler anstatt des Quarz., 
Platin- oder Silberkühlers benutzen? 3. Ist der Trichter zum Ein- 
gießen von Natronlauge unbedingt nötig? 

Zur Beantwortung dieser Fragen habe ich folgende Versuche 


angestellt. 
1. Destillierversuche, die ich mit Bangs Einrichtung mit Silber- 
kühler ausgeführt habe ..... Bang hat gezeigt, daß bei der Destillation 


von NH,-haltigem Wasserdampf ein Kühler aus Platin, Quarz oder 
Silber, nicht aus Glas!), unbedingt nötig ist. Es ist jedoch, wenigstens 
in Japan, nicht leicht möglich, einen aus Quarz oder Platin angefertigten 
Kühler zu bekommen. Demnach haben wir ausschließlich Silberkühler 
benutzt. Um die Zuverlässigkeit des Silberkühlers zu prüfen, habe ich nun 
nach der Bangschen Einrichtung?) mit Silberkühler Destillierversuche 
angestellt. Der Silberkühler wurde eine Stunde lang, direkt vor der 
eigentlichen Destillation, mit Wasserdampf gründlich ausgespült. Die 
Destillation wurde weiter fortgesetzt. Das Destillat — etwa 10 ccm — 
wird in der Vorlage mit 1,00 ccm n/100 HCl aufgefangen und mit 
n/100 Na,S,O, zurücktitriett. Die dabei erhaltenen Resultate sind 
wie folgt verzeichnet. 


1) I. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 2. Aufl., 1920, S. 15. 
2) Ebendaselbst 1920, S. 14. 
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Tabclle I. 
Destillierversuche mit Bangs Einrichtung mit Silberkühler. 


100 HCI, 100 Na, S¿ O», Alkaliabgabe, 
pe des en ü Sabaa ú Differenz als NH M ber. 
estillats 

BR B ccm ccm ccm mg N 
ı | 1,00 0,96 0,04 0,0056 

2 | 1,00 0,96 0,04 0,0056 

3 | 1,00 0,97 0,03 0,0042 

4 1,00 0,96 0,04 0,0056 

5 100 0,96 0.04 0,0056 

| Mittel: | 096 | 0,04 | 0,0056 


Die Versuche zeigen, daß der Silberkühler eine nicht zu vernach- 
lässigende Menge Alkali abgibt. Wie bekannt, ist das reine Silber 
vollkommen beständig gegen Ammoniak. Es ist jedoch zu bemerken, 
daß Silber ziemlich leicht in Lösung geht; wenn man irgendwo als 
Verbindungsstück des Destillationsapparats einen Gummistopfen oder 
Gummischlauch benutzt, so gibt er ohne Ausnahme Schwefelwasserstoff 
ab, der das Silber sehr leicht zu Silbersulfid oxydiert — Schwärzung 
des Silbers. Das Silbersulfid wird dann durch die anhaltende Ein- 
wirkung von Wasserdampf wenigstens zum Teil zu Silberhydroxyd 
verwandelt, welches durch die Einwirkung von Ammoniak sich leicht - 
in Silberoxydammoniak verwandelt und in Wasser übergeht, das 
selbstverständlich als Alkali — OH’ — fungiert, was nach der folgenden 
Formel leicht verständlich wird: | 


AgS+ H,O > Ag, O + HS. Ag,0+ HO > 2Ag0H > 2Ag' +0H 
Ag0OH + n NH, > Ag(NH,)n' + OH”. 


2. Wie viel Alkali wird bei Benutzung eines Glaskühlers in der 
Bangschen Einrichtung abgegeben ? Da das Glas mehr oder weniger wasser- 
löslich ist und Alkali abgibt, bemerkte Bang, daß man zur Anfertigung 
des Kühlers kein Glas nehmen darf. Es fragt sich nun, ob es unbedingt 
nötig ist, andere Materialien, d. h. Quarz oder Platin, zu wählen. Zur 
Klarstellung dieses Verhältnisses habe ich mit einem aus gewöhnlichem 
Glas, Hartglas oder Jenaer Glas angefertigten Kühler folgende Versuche 
angestellt. 


Der Kühler wurde zuerst mit Chromschwefelsäure gereinigt, dann 
10 Minuten lang mit Wasserdampf durchgespült, alle Teile des Destilla- 
tionsapparats wurden verbunden, und dann wurde in 1,00 ccm n/100 
HCl úberdestilliert. Die Menge des Destillats betrug in allen Fällen 
etwa 10 ccm. Das Destillat wurde dann wie üblich mit n/100 Na,S, O; 
zurücktitriert. Die Resultate sind in Tabelle II verzeichnet. 
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Tabelle IT. 


Destillierversuche nach neuer Einrichtung mit Glaskühler, s. unten Abb. 1 


100 HCI, 100 Na, S2 O3. . Alkaliab 
Nr. des Set eche? Differenz ais EA ber 
Bel ccm ccm ccm mg N 

A. Versuch mit Glaskühler aus gewöhnlichem Weichglas. 
1 1,00 0,96 0,04 0.0056 
2 1,00 0,95 0,05 0,0069 
3 1,00 0,96 0,04 | 0,0056 
4 

Mittel: | 0,96 

B. Versuch mit Glaskühler aus Hartglas, japanisches Fabrikat. 

1 1,00 0,99 Ä 0,01 0.0014 
2 1,00 0,99 0,01 0,0014 
3 1,00 0,99 | 0,01 0,0014 
4 | 1,00 0,99 0,01 0,0014 

i Mittel: | 0,99 | 0,01 | 0,0014 

C. Versuch mit Glaskühler aus Jenaer Geräteglas. 

1 1.00 0,99 0,01 0.0014 
2 1,00 0,99 0,01 0,0014 
3 1 0,99 0,01 0,0014 
4 


Die oben angeführten Versuche zeigen, daß bei der Verwendung 
von einem aus Jenaer Geräteglas angefertigten Kühler im Mittel eine 
0,0014 mg, von dem aus Hartglas ebenfalls eine 0,0014 mg, aus gewöhn- 
lichem Weichglas angefertigten eine 0,0056 mg Ammoniak-N ent- 
sprechende Menge Alkali abgegeben werden. Die Alkalimenge, welche 
aus dem gewöhnlichen Glas abgegeben wird, stimmte wiederum, wenn 
auch zufällig, mit der vom Silberkühler abgegebenen überein. Nach 
diesen Versuchen kann man mit Recht sagen, daß, wenn man direkt 
vor der Verwendung des Kühlers aus gutem Glase einige Zeit — etwa 
5 Minuten — mit Wasserdampf gespült hat, man diesen ohne Schaden 
verwenden kann, besonders, wenn man durch einen blinden Versuch 
korrigiert. 


3. Ist der Trichter zum Eingießen von Natronlauge unentbehrlich ? 
Zur sicheren Verhütung von Ammoniakverlusten hat Bang an dem 
Destillationsapparat einen kleinen Trichter angebracht, welcher zum 
Eingießen von Natronlauge bestimmt ist. Nach meiner Erfahrung 
hat sich herausgestellt, daß man den Trichter ohne Bedenken weglassen 
darf. Man gießt am einfachsten in folgender Weise ein. Der Oxydations- 
kolben mit der zu prüfenden Substanz wird mit 10 bis 20 ccm Wasser 
beschickt, gut durchgemischt und abgekühlt, dann läßt man an der 


Mikro-Stickstoffbestimmung. 8l 


Wand des Kolbens entlang Natronlauge (spez. Gew. 1,5) einfließen. 
Die Natronlauge sinkt stets auf den Boden des Kolbens herab. Nun 
werden alle Bestandteile des Destillationsapparats verbunden. Am 
zweckmäßigsten bespritzt man den Gummistopfen mit Wasser. Dann 
geht der Verschluß des Kolbens ganz glatt vonstatten. Der Kolben- 
inhalt wird darauf gut durchgemischt und abdestilliert, ohne daß 
irgend ein Verlust an NH, zu befürchten wäre. 

Die Berührung des Gummistopfens mit der Natronlauge, die von 
Bang besonders berücksichtigt wird, kommt nicht mehr in Frage, wenn 
man beim Eingießen der Natronlauge eine dazu bestimmte Pipette mit 
Gummispitzen verwendet. 

Aus den oben angeführten Gründen habe ich die von Bang vor- 
geschlagene Einrichtung in folgender Weise (s. Abb. 1) modifiziert. 


Abb. 1. 


Destillierapparat für Mikrokjeldahl. 1/,3 nat. Gr. 
Df = DreifuB mit geschichtetem Drahtnetziberzug zum bequemen Auf» 
setzen des Siedekolbens. 
D = Rundkolben als Dampfentwickler, der halb mit Wasser gefüllt und 
mit 2 bis 3g Talkpulver beschickt wird. 
P P' P” = Gummistopfen, der 30 Min. lang mit 20’, Natronlauge, dann ebenso 
lange mit Wasser ausgekocht wurde. 
G = Steifer Gummischlauch, der vorher mit Natronlauge ausgekocht wurde. 
DR = Destillierrohr. 
R = Destillierkolben mit einem Inbalt (des aufgeblasenen Teiles) von 
etwa 100 ccm. 
K = Kübler aus schwer löslichem Glase. 
H = Vorlage mit n/100 HCL 


Man läßt den ganzen Apparat aus Jenaer Glas oder Hartglas 
bester Qualität anfertigen. Das Dampfzuleitungsrohr wird durch den 
Scheitel des Destillierrohres, des sogenannten Hopkinsrohres, welches 
ich seit 30 Jahren selbständig benutzt habe, in den Kolben gesteckt, 
damit man den Kolbenhals beträchtlich enger und den Verschluß des 
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Kolbens dichter machen kann. Ich habe nun mit der modifizierten 
Einrichtung eine Reihe von Blindversuchen mit Natronlauge angestellt. 
Man gießt in den Oxydationskolben etwa 20 ccm Wasser, 0,5 ccm 
Natronlauge von 1,5 D, worauf wie üblich abdestilliert wird. Die 
Menge des Destillats betrug etwa 10 ccm, welche alsdann mit n/100 
NaSO, zurücktitriert wird. Die Resultate stimmten mit den bei den 
vorigen Versuchen, also ohne Natronzusatz, erhaltenen Resultaten 
vollkommen überein; mit anderen Worten, das Alkali im Destillier- 
kolben geht niemals in die Vorlage über, s. Tabelle III. 


Tabelle III. 


Blindversuche mit einer vom Verfasser verbesserten Einrichtung (s. Abb. 1) 
mit Natronlauge. 


, n/100 HCI, vorgelegt | n| nn Da. Differenz 


| ccm | ccm ccm 


| 
| 


Nr. des Destillats 


1 1,00 0,99 0,01 
2 1,00 099 0,01 
3 | 1,00 0,99 0,01 
4 | 1,00 0,99 0,01 
5 | 1,00 0,99 0,01 

Mittel: | 0,99 | 0,01 


Um die Zuverlässigkeit der neuen Einrichtung weiter zu kon- 
trollieren, habe ich mit n/100 (NH,),SO, Destillierversuche angestellt. 
Die Resultate, die man aus Tabelle IV ersehen kann, sind tadellos. 


Tabelle IV. 
Destillierversuch mit n/100 (N H,),SO,. 

n/100 HCI, n/100 Naz S O3. Ammon+N, 
vorgelegt verbraucht gefunden (korr.) 


GIRA ON Hi S O, 
Nr. des zur Bestimmung 
Destillats con N 


ccm 


1 1,00 1,00 0,028 
2 1,00 1,00 0,028 
3 | 1,00 1,00 0,028 
D 1,00 1,00 0,028 
5 | ro 1,00 0.028 

| Mittel: | 1,00 | 0,028 


Die vorliegenden Destillierversuche zeigen, daß die gefundenen 
Werte vollkommen genau mit den theoretischen übereinstimmen, 
wenn man als Korrektur 0,01 ccm zu dem Thiosulfatverbrauch hinzu- 
addiert. Man kann also mit Sicherheit sagen, daß die von mir vor- 
geschlagene, ganz aus Glas angefertigte Einrichtung obne weiteres 
mit gutem Erfolg zu verwenden ist. 


Mikro-Stickstoffbestimmung. 83 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Ausführung der Mikrostickstoffbestimmung kann man 
ohne Bedenken Kühler aus Jenaer Glas oder Hartglas bester Qualität 
anstatt des Quarz- oder Platinkühlers benutzen. 

2. Ein Silberkühler gibt ohne Ausnahme Alkali ab, was man in 
folgender Weise erklären kann. Das Silber wird durch die Einwirkung 
von Schwefelwasserstoff, der aus dem Gummi stammt, zu Schwefel- 
silber oxydiert. Das Silbersulfid wird dann durch die anhaltende Ein- 
wirkung von Wasserdampf in Silberhydroxyd verwandelt und geht in 
Wasser über, besonders leicht bei Anwesenheit von Ammoniak; durch 
Dissoziation entstehen dann Silber- und Hydroxylionen. 

3. Die von mir vorgeschlagene Destilliereinrichtung darf man 
wohl mit Recht für die Mikrostickstoffbestimmung empfehlen. 
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IX. Mitteilung: 


Über den Synergismus der Eiweißkörper in den aus ihnen bestehenden 
Mischungen. 


Von 
F. Böhm. 


(Aus dem biologischen Institut der Komensky-Universität in Bratislava.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Der Zweck der vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, wieweit 
sich das Fällungsbild eines natürlich vorkommenden Eiweißkörpers, 
also Serums, oder Organeiweiß aus den Fällungsbildern seiner Kom- 
ponenten rekonstruieren ließe. Um einen klaren Überblick der möglichen 
Ergebnisse zu bekommen, wurden als Objekte der Untersuchungen 
Eiweißgemische gewählt, die nur aus zwei Komponenten sich zusammen- 
setzen, also Hühnereiweiß und Pferdeserum. Da die beiden Eiweiß- 
körper aus Albuminen und Globulinen bestehen, konnten die Ergebnisse 
auch zu einer Untersuchung der Fällungen der Albumine und Globuline 
im allgemeinen verwertet werden. Als drittes Untersuchungs- und 
Vergleichsobjekt wurde ein Globulin pflanzlichen Ursprungs dazu- 
genommen: Edestin aus Hanfsamen. 


Die einzelnen Eiweißkörper wurden nach den bekannten Methoden 
gewonnen: die Globuline mittels Halbsättigung mit Ammonsulfat, die 
Albumine mittels nachträglichem Auskristallisieren nach Hopkins- 
Pincus. 


Von den erhaltenen Eiweißstoffen wurden 1 % Lösungen bereitet, 
in geometrischer Reihe verdünnt und mit dem analog verdünnten 
Fällungsmittel nach der Methode Beckas gefällt. Aus der ganzen Reihe 
von Fällungsmitteln, die in den bisherigen Arbeiten über die Eiweiß- 
koagulation nach Becka verwendet wurden, kamen folgende als die 
am charakteristisch wirksamsten in Anwendung: CuSO, FeCl, 
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Tannin, Pyrogallol in molekularer, HgCl, in 5%, und Trichloressig- 
säure in 10% Lösung. 

Die einzelnen Fällungen wurden folgendermaßen vorgenommen: 
Es wurde die 10 %, Lösung der Komponenten, also Albumin und Globulin 
für sich, dann eine 1%, Mischung der beiden gefällt. Die Konzentration 
dieser EiweiBlósung wurde mittels der Formoltitrierung nach Steinegger 
bestimmt. Wie die Untersuchungen von Kubänek zeigen, bewirkt das 
ammonsulfathaltige Medium bei gewissen Fällungsmitteln eine Ver- 
änderung der Fällungszahl (worunter die Summe der gefällten Tropfen 
zu verstehen ist) gegenüber der Norm. Dem wurde durch weitgehende 
Dialyse abgeholfen. 


Experimenteller Teil. 


Im folgenden die einzelnen Ergebnisse der Arbeit. Es wurden nur die 
Fällungsbilder des Hühnereiweißes und des Edestins abgebildet; da die 
Fällungsbilder des Blutserums schon in mehreren Arbeiten erschienen, 
wurde von ihrer Wiedergabe, schon wegen Raumersparnis, abgesehen. 


1°, Lösung von Eialbumin in Wasser. (Abb. 1.) 


Der Mittelwert aus den Fällungen beträgt 17. Der Umstand, daß 
CuSO, die Blutalbumine nicht fällt, scheint auf die Albumine verallgemein- 
bar zu sein, «die Fällungszahl bei vorliegendem Eialbumin ist ebenfalls 
Null. 


12345 
I 
2 E 
z S 
2 mj, Tonnın 
get 11:43 
mh Fell, 
ger. fI: 72 
10% CCI COOH | my, Pyrogalol 
ger. fl: 15 ger. fl:4 


Abb. 1. 


1%, Lösung von Eiglobulin in Wasser. (Abb. 2.) 


Der Mittelwert der Fällungen beträgt 31 ohne die Fällungszahl von 
CuSO, mit ihr 30. 


Wie man aus den einzelnen Fällungszahlen ersieht, ist die Fällbarkeit 
der Globuline fast um das Doppelte größer (ausgenommen der Trichlor- 
essigsäure) als die der Albumine. Dies Verhältnis bringen auch die Mittel- 
werte aus den Fällungszahlen klar zum Vorschein: 30: 17. 
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Bemerkenswert ist, daß Cu SO, und FeCl, nur bei größeren Fällungs- 
mittelverdünnungen fällen, von 0,12%, an. Dasselbe ist bei den analogen 
Serumeiweißkörpern zu konstatieren. 


5% Hg Cl, 
ger fl 37 
10% CC) COOH my, Pyrogoliol 
gef fË. 16 Ger fI: Ze 
Pis Fe bl, Ty, CuSO, 
Get ft: 28 gef 11:27 


Abb. 2. 


1%, Lösung von gleichen Teilen Albumin und Globulin in W asser. (Abb. 3). 


Mittelwert der Fállungen ist 24. Betrachtet man den Typus der Fällung, 
so nimmt man eine prägnante Ähnlichkeit mit den einzelnen Typen der 


Le 


ger fl:21 my, Torının 
p FF: 46 
0% CO, COOH mj, Pyrogallol 
gef fl: 19 ger fl: 27 


mj, felh 
gef: fl:22 
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entsprechenden Globulinfällungen wahr. Dies gilt für alle Eiweiß- 
mischungen, die Globuline enthalten; also ist der Typus der Fällung solcher 
Eiweißkörper von den Globulinen verursacht. 

Beobachtet man aber die einzelnen Fällungszahlen, so sind die der 
Mischung immer größer als die entsprechenden der Albumine, aber immer 
kleiner als die der Globuline. Es ist, als übten die Albumine eine ver- 
zögernde Wirkung auf die Fällbarkeit der Globuline aus. Bei der näheren 
Betrachtung des Verhältnisses der Fällungszahlen des Albumins, des 
Globulins und der ihrer Mischung ergibt sich letztere als das arithmetische 
Mittel aus den Fällungszahlen der beiden ersteren. Es läßt sich also fest- 
stellen: Die Fällungszahl eines Eiweißgemisches, das aus zwei Komponenten 
besteht (hier Albumin und Globulin), ist ungefähr das arithmetische Mittel 
aus den Fällungszahlen der einzelnen Komponenten. 

Eine größere Unstimmigkeit mit obiger Regel ist nur beim Pyrogallol 
zu konstatieren; die Fällungszahl der Mischung beträgt 27, anstatt der 
erwarteten Zahl um 15, das ist das arithmetische Mittel aus den Fällungs- 
zahlen der Komponenten. Wie weitreichend der Einfluß der Albumine auf 
die Fällung überhaupt ist, erhellt folgender Umstand, der gleichzeitig 
einen Beweis der Gültigkeit obiger Regel bedeutet: CuSO, fällt Albumine 
nicht, Globuline mit der Fällungszahl 27. Demgemäß erwartet man auch 
als die Fällungszahl der Mischung eine Zahl von ungefähr 27. Dem ist 
aber nicht so, sie wird stark vermindert und beträgt 15, das ungefähre 
Mittel aus den Fällungszahlen der Komponenten ist: (0 + 27):2 = 14. 
Die Mittelwerte aus den Fällungen verhalten sich auch gemäß des oben 
Ausgesprochenen. 


1°, Lösung von genuinem Hühnereiweiß. (Abb. 4.) 


Will man die Fällungsbilder des natürlichen Hühnereiweißes zwecks 
Bekräftigung der oben ausgesprochenen Regel mit den Fällungsbildern 
der Mischung aus den Komponenten vergleichen, so muß man sich schon 


m), Tannin 
5% Hg Cl ES 
ger fl: 42 
10% CCL COOH 
‚ger fl: 20 
m/s Pyrogaliol 
Get FI: 30 
| rm. /1 Fe Cl, 
ger. fl:8 
mf, Cus Oy 
Ger fl:33 


Abb. 4. 
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im vornherein vergegenwärtigen, daß die Typen der einzelnen Fällungen, 
die Fällungszahlen, womöglich verändert ausfallen werden. Erstens ist ja 
die Mischung ana partes zubersitet; 0,5 g Albumin und ebensoviel Globulin 
in 100 ccm Wasser, selbstverstándlich fallen die Konzentrationsverhältnisse 
im genuinen Hühnereiweiß anders aus. Zweitens, wie sich aus den ein- 


schlágigen Arbeiten von Becka und Sinkora ersehen läßt, üben die in der 
Eiweißlösung vorkommenden gelösten Stoffe teils vermindernden, teils 
vergrößernden Einfluß auf die Fällbarkeit der Eiweißstoffe aus. Mit 
diesen Umständen muß bei der Vergleichung gerechnet werden. Wie man 
aus den Fällungszahlen ersieht, ist die Fällungszahl gegenüber der der 
Mischung merklich vergrößert bei CuSO, und HgCl,, unproportioniert 
verkleinert bei FeCl,. Die Vergrößerung der Fällungszahlen von CuSO, 
und HgCl, ist ungefähr das Doppelte. Der Typus der Fällung und die 
Fällungszahlen stimmen bei Tannin, Pyrogallol und Trichloressigsäure mit 
dem der Mischung überein. Übrigens ist der Typus der Fällung auch bei 
HgCl,, minder auch bei Cu SO, übereinstimmend. 


Eine bessere Übersicht über die gewonnenen Tatsachen gewährt 
folgende Tabelle. 


| Fällungszahl des | Fällungszahl 
a Se 
Fállungsmittel | metisches |, CEX | es 
Eialbumins | Eiglobulins | Mittel aus ` Mischung reia 


den beiden fe aus den 


| l beiden eiweißes 


5%, HgCla ...... 12 37 24 21 | 42 
mol. Tannin . . .... | 43 52 | 47 46 | 43 
10%, CC,COOH ...' 15 16 12 19 | 20 
mol. Pyrogallol . . . . . 4 26 | 15 27 30 
mol. CuSO o o o 27 | ul 15 33 
mol. Fett, . ..... © 12 25 18 22 | 8 
Mittel aus den Fällungen: i 17 | 30 | 23 | 24 | 29 


Im zweiten Teile der Arbeit wurden die Eiweißkörper des Pferdeserums 
im obigen Sinne zubereitet und gefällt. Das «dazu verwendete Serum war 
hämolytisch, und so differieren die Fällungszahlen von denen des Normalen, 
wie aus der Arbeit von Reiner ersichtlich ist. Zur Orientierung dient die 
folgende Tabelle. Wie aus den Versuchen erhellt, bestätigt sich die oben 


Fállungszahl des | , | Fällungszehl 
Ariths == RR 


| metisches der 
Serum» Serum» Mittel aus | Mischung | des 


Fällungsmittel || 
| albumins | globulins | den beiden ‘ der Kompos | Blutserums 
| nenten 
m AAA AAA 
5%, Hg Cl, . . 38 40 58 
mol. Tannin . 27 60 43 | 42 52 
mol.C Cl COOH | 12 13 12 12 15 
mol. Pyrogallol | 8 30 19 | 18 24 
mol. CuS O, | 0 26 | 13 | 19 | 23 
mol. FeCl . . ` 13 8 ' 10 | 16 16 
Mittel aus den | | 
Fällungen . | 19 295 | 225 | 24,3 31 
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angeführte Gesetzmäßigkeit. Das Nichtübereinstimmen der Fällungszahlen 
des HgCl, und Tannin beim Serum einerseits und bei der Mischung aus 
Serumalbumin und Globulin andererseits ist vielleicht verursacht von dem 
Hämoglobingehalt des Serums, oder handelt es sich auch hier um die 
verändernde Wirkung der Begleitstoffe, von denen das wirksamste, Harn- 
stoff, seinen Einfluß noch in minimalen Konzentrationen geltend macht. 


Als drittes Untersuchungsobjekt wurde ein Globulin pflanzlichen 
Ursprungs gewählt; Edestin aus Hanfsamen. Dieses gelangte 0,5%, in 
10% NaCl-Lösung zur Verwendung. Da sich das Edestin in der Salzlösung 
gerade löste, hatte das im Fällungsmittel enthaltene Wasser einen gewissen 
Einfluß auf den Vorgang der Fällung, dieser erstreckte sich, wie aus be- 
sonderen Versuchen ermittelt wurde, bis zurReihe III. Vielleicht ist dadurch 
das spezielle Fällungsbild des Edestins verursacht (Abb. 5), das Fällungsbild 
ist nämlich möglichst einfach, d. h., es fehlt das Stufenfórmige, Unregel- 


5% Hg Cl, 
ger. Fl: 33 


m. Tannin 
gef. f1:60 


10% CCI, COOH 


gef. fl: 38 m. Pyrogoliol 
‚gef: fI: 308 

m. Fe Ch 

gef. FI: 40 


m. Cu SO; 


gef. fl: 100 


Abb. 5. 


mäßige im Fällungsbilde, wie es die bisherigen Fällungsbilder zeigten. Am 
besten ist diese Einfachheit beim FeCl, ausgedrückt. Die Fällungszahl bei 
CuSO, ist 100, die ganze Fläche ist getrübt, nach einer gewissen Zeit 
peptisieren die Fällungen und verschwinden. 

Vergleicht man die Fällungszahlen der drei untersuchten Globuline, 
so ist die Fällbarkeit im Mittel am kleinsten beim Serumglobulin, größer 
beim Eiglobulin, am größten beim Edestin, wo es 51 beträgt. Die mittlere 
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Fällbarkeit der Albumine ist aber beim Serumalbumin größer als beim 
Eialbumin. Vergleicht man übrigens die Mittelwerte der Fällungszahlen 
der Eiweißkörper des Hühnereiweißes und des Serums, so ist eine stärkere 
Fällbarkeit der Eiweißkörper eigentlich nicht scharf ausgeprägt. 


Mittelwerte | : P de a TN: 
aus den Fällungszahlen von | Beim Hühnereiweiß Beim Serumeiweiß 


Albumin ....... | 17 19 
Globulin ....... | 30 | 29,5 
Arithmetisches Mittel. . ' 23 22,5 
Mischung . . ..... | 24 24,3 
Kig. Eiweißlösung . . . ` 29 34 


Versuchsweise wurde eine 1% Lösung von Edestin und Eialbumin 
gefällt. Die arithmetischen Mittel der Fällungszahlen der Komponenten 
stimmen aber wenig mit den Fällungszahlen ihrer Mischung überein. Der 
Grund dazu wurde nicht ermittelt, vielleicht ist die Nichtübereinstimmung 
von der Spezifität der Eiweißkörper bedingt, da ein solches pflanzlichen 
Ursprungs mit einem tierischen gemischt wurde, oder durch den Umstand, 
daß das Eialbumin in der Mischung ebenfalls in Kochsalzlösung zur Ver- 
wendung kam, die Fällungszahlen beziehen sich aber auf in Wasser gelöstes 
Albumin. 


Die hier gewonnene Erkenntnis läßt sich vielleicht zum Versuch einer 
annähernd quantitativen Analyse von qualitativ bekannten Eiweißgemischen 
verwenden, nur muß zuerst der verändernde Einfluß der Begleitstoffe auch 
diagrammatisch zum Ausdruck gebracht werden. Das Prinzip wäre das 
folgende: Man fällt die natürliche Eiweißmischung von bekannter Kon- 
zentration an Gesamteiweiß; dann bereitet man verschieden konzentrierte 
Lösungen der sie aufbauenden Komponenten und fällt diese ebenfalls. 
Diejenige künstliche Mischung, die die gleichen Fällungsbilder und Fällungs- 
zahlen mit der zu analysierenden Eiweißlösung hat, hat auch ihre Kon- 
zentration. Selbstverständlich muß man die verändernden Wirkungen 
in Betracht ziehen. Qualitative Analysen einzelner Eiweißkörper ließen 
sich leicht durchführen, es gelang, Albumine und Globuline mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 98%, zu identifizieren. 


Diese Arbeit, welche als Vorversuch zu einer eigentlichen, biologischen 
Arbeit anzusehen ist, wird fortgesetzt; wobei hauptsächlich Eiweißstoffe 
niederer Tiere untersucht werden, mit besonderer Rücksicht auf die in 
ihnen vorkommenden Muzine und basischen Eiweißkörper: Histone und 
Protamine. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Rekonstruktion des Fällungsbildes und der Fällungs- 
zahl eines Eiweißgemisches aus den analogen Konstanten seiner Kom- 
ponenten versucht. 


2. Dazu wurden Eiweißgemische untersucht, die aus Albumin und 
Globulin bestehen. 
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3. Es ließ sich konstatieren: 
a) daß der Typus der Fällung von den Globulinen verursacht 
b) daß die Fällungszahl des Gemisches eine Resultante aus den 
Fällungszahlen der beiden Komponenten, in diesem Falle 
ihr arithmetisches Mittel ist. 


4. Diese Ergebnisse, die aus künstlichen Mischungen erbracht sind, 
sind auch auf die entsprechenden natürlich vorkommenden Eiweiß- 
gemische übertragbar, wobei man gewisse Korrekturen in Betracht 
ziehen muß, die durch die die Eiweißkörper begleitenden gelösten 
Substanzen bedingt sind. 

5. Der Mittelwert der Fällungen der Globuline ist am größten 
beim Edestin, kleiner beim Ei, am kleinsten beim Serumglobulin. 

6. Der Mittelwert der Fällungen des Serumalbumins ist größer 
als der des Eialbumins. 

7. Die Mittel aus den Mittelwerten der Fällungen des Hühner- 
eiweißes und Serumeiweißes sind annähernd gleich, 24:25, also ist 
eine Mehr- oder Minder-Ausgeprägtheit der Fällbarkeit der betreffenden 
Eiweißstoffe nicht zu ersehen. 
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Studien über den Blutkatalasegehalt 
bei den Bergstammbewohnern Mittelasiens. 


Von 
A. I. Alexeeff. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultát 
der mittelasiatischen Staatsuniversitát in Taschkent.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Das Ferment Katalase, das sich in weiter Verbreitung sowohl 
in tierischen als auch in pflanzlichen Organismen vorfindet, zerlegt 
Wasserstoffsuperoxyd unter Bildung von inaktivem Sauerstoff; dies 
führte zu der Annahme, daß beim OxydationsprozeB innerhalb der 
Gewebe, bei welchem als Zwischenprodukte Superoxyde zu entstehen 
pflegen, die Katalase als Schutzagens teilnimmt. 


Der Wirkungsmechanismus dieses Ferments konnte bis heute noch 
nicht endgültig aufgeklärt werden. Nach der Ansicht Englers (1) geht die 
Katalase mit dem Wasserstoffsuperoxyd Zwischenverbindungen ein, die 
nachher unter Bildung von Wasser und inaktivem Sauerstoff zerlegt werden: 


Ki Bai > KE<p 9% 2K<p H > 2K+0,+2830. 


Burnett (2) (3) beruft sich auf die Fáhigkeit der Katalase, aus orga- 
nischen Superoxyden Sauerstoff frei zu machen, und erachtet es deshalb 
als eine Funktion der Katalase, organische Gewebe vor dem schádlichen 
Einfluß der Superoxyde zu schützen. Der von einer Reihe von Ge- 
lehrten (4) (5) (6) (7) beobachtete Parallelismus zwischen der Intensität der 
oxydierenden Prozesse (Grundumsatz) und dem Gehalt an Katalase be- 
stätigt diese Ansicht. Auch bringen neuere Untersuchungen an Bak- 
terien (8) (9) (10) (11) (12) weitere Beweise zugunsten der Annahme einer 
schützenden Rolle der Katalase; bei einer Anzahl von Mikroorganismen 
konnte eine Vergrößerung des Gehalts an Katalase parallel zum verstärkten 
Intensitätsgrad der Oxydationsprozesse festgestellt werden. 


Ein vergleichendes Studium über den B. K. G. (Blutkatalasegehalt) 
bei den Berg-, Vorberg- und Talstammbewohnern (13) (14), das in der 
vergangenen Sommersaison von uns vorgenommen wurde, ergab, daß 
der B. K. G. bei Bergbewohnern (38°45) höher ist als der bei den Be- 
wohnern des Vorgebirges und der Ebene; auch dieses spricht für die 
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Annahme einer Schutzfunktion der Katalase bei den Oxydationen 
innerhalb der Gewebe. Bei diesen Untersuchungen konnte festgestellt 
werden, daß der B.K.G. bei Bergbewohnern während der Morgen- 
stunden sein Maximum, am Abend aber sein Minimum erreicht. Der 
Prozentsatz dieser Verringerung des B.K.G. bewegt sich zwischen 
10 und 309%. 

Im Sommer 1926 wurden die Untersuchungen über den B. K. G. 
bei Bergbewohnern fortgesetzt, wobei parallel auch Beobachtungen 
des Viskositätsgrades des Blutes, der Menge an Erythrocyten und 
des Hb-Indexes angestellt wurden. Der Katalasegehalt wurde mittels 
der Permanganatmethode nach A. Bach und Subkowa (15) bestimmt, 
jedoch mit der von uns schon im vorigen Jahre eingeführten Abänderung, 
daß nämlich an Stelle von 2 cm einer 1 %igen H,0,-Lósung 5ccm an- 
gewendet wurden, und zwar in der Absicht, daß sogar bei einem hohen 
B.K.G. immerhin noch mehr als die Hälfte des zugesetzten Wasser- 
stoffsuperoxyds unverbraucht úbrigbleibt. Zu allen Versuchen wurde 
Mercks Perhydrol benutzt; das verwendete Wasser war stets vorher 
zweimal destilliert worden. Jedem einzelnen Versuch wurde eine 
Kontrollbestimmung angeschlossen und aus den erhaltenen Werten 
das Mittel genommen. Der B.K. G. selbst wurde ausgedrückt durch 
die Anzahl Milligramme HO. die durch 1 cmm Blut nach Verlauf 
von 30 Minuten reduziert worden waren. Die Versuchstemperatur 
war 20,0 bis 20,5%; pe betrug etwa 7,1. Der Viskositätsgrad wurde 
mit dem Hessschen Viskosimeter ermittelt, die Erythrocyten mit der 
Zeissschen Zählkammer und der Hb-Index mit dem Hämonieter nach 
Sahli. Die Untersuchungen wurden ebenso wie in der vorigen Saison 
im Kischlacke Britsch- Mulla vorgenommen, und zwar morgens zwischen 
7 und 9 Uhr und am Abend von 5 bis 7 Uhr an Tadjicken, bei denen 
durch eine vorhergehende ärztliche Untersuchung normale Gesundheit 
festgestellt war. Die der Prüfung unterzogenen Tadjicken befanden 
sich im Alter von 25 bis 35 Jahren, ihre Nahrung bestand hauptsächlich 
aus Kohlehydraten. Einer schweren physischen Arbeit unterzogen 
sich die Leute an den Versuchstagen nicht. Die Lufttemperatur während 
der Arbeitsperiode vom 25. Juni bis zum 25. August schwankte in 
den Grenzen von 18 bis 20% am Morgen und am Abend von 20 bis 220, 
Während des Tages erreichte sie mit 30,0 bis 31,5% ihren Höhepunkt. 


Beschreibung der Versuchsresultate. 


Bei einer kritischen Durchsicht der Zahlen der Tabellen 1 und 11 
läßt sich eine Abnahme der katalatischen Kraft sowie der Viskosität 
des Blutes in den Abendstunden bei einem Vergleich mit denen in 
den Morgenstunden feststellen. Der mittlere prozentuale Ausdruck 
dieser Verringerung des B. K. G. beträgt 12,5 und der des Vis- 
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Tabelle I. 
Resultate der im Juli ausgefiihrten Versuche. 


- SL? E > = o =] 
59 v x >. LE Yi Y ete | ve 
Zeit der on E 3 PL ër S Soa | E > 
Name | Bestim- |B.K.G Viskos| az = E Se |982| 2 24 vg S 
gd zeen e | A7 = = 2 “a| gx | 38 | pÈ 
mong cK = = ES |E >| Ex | $> | Sá 
SE = sé mo "Gi GC >>] - E 
sa dÉ 01, = == 
Morgen | 25.0 6.8 6.2 121 40 | 
S gen | 20,0 | 0,0 | Dé 4, ) s |997 us 
J. Abend | 20.4 5.8 6.1 122 3.3 0 15 | 22,7 | 6,3 | 6,15 
Morgen 24.4 5.9. 6.0 120 4.0 = E (a 
A a P~ ed, Fa A" => . oO 
L: H: | Abend: | 206| -80 | 62 1128 | 85: | | 49: [426104164 
Morgen | 21,8 | 6,3 48 | 100 | 45 = i ) 
RB. RuAtend | 204 | 58 | 44 | 9 | 44 í 8 | 21,1 | 6,0 |4,6 
3 Morgen 246 | 6,3 6.4 125 3.8 S m 
> 124 9) db En o) 99 } 
a | 20,8 | 54 | 6,5 | 125 | 382 oa | 4 [81] 09 (64 
Morgen | 16.2 46 3.6 15 4.5 e = 
e.» ( e ER di o 4 ) ) di H € 
J Abend 15.0 40 3.8 SU 4 1 4 13 15,9 | 4,3 | 3,7 
Morgen | 24.8 5.9 6.3 124 3.9 sí he 
TR 4 - - „x > Ët: ) 99 d o 
F. R. | Abend | 192 | 52 | 64 | 125 | 30 | ¡24 15 5,6 | 6,95 
Morgen 25.1 6.2 6.8 130 3.7 > S ES 
y > de E — a D 2: m . » » p 
S. B. | Abend | 214 | 51 | 67 | 181 | 39 | 15 | 18 [23,7 | 56 | 6,75 
Morgen 23.4 6.0 5.9 120 40 T 5 
> r e © F Ge A ) 0 > Q 
LG | Abend 1196156 | 60 | 120 | 33 | 16 | 1 1,9 | 0,8 | 9,99 
: Morgen 25,2 6.2 6.4 126 39 Ze ef? x 
D ) AA 99 Q 
| abang, | 20A Le | 87) 1180900) 7 [4 LEES 
- | Morgen | 26,4 6.9 6.9 138 3.8 a 32 € > RS 
4 e 3 : nn D : N l 
$ K. Abend 215 5.1 6.4 135 33 18 D 23.9 D DD? 
Morgen 20,4 49 5,4 108 3.8 E ee 
E = = u. z g d 
M. ~ Abend 19.0 4 ) ).b 10 ) 3.4 í 19.7 4 í ) ) 
Morgen 23.2 5.9 6.3 125 3.7 : S e 
Y p à Din e .L SÍ D 29 
G. F. | Abend | 219| 52 | 64 | 125 | 34 | © | H [%6 DR |6, 
Morgen 22.6 5.7 6.2 120 3.8 ý SCH i 
= z et, E dE 0 21. A 
l: D- | Abena | 204 | 51 | 59 | 122 | 85 | 10 | U |215| 58 | 6,1 


kositätsgrades 12. Das mittlere Maximum des B. K. G. (am Morgen) 
ist 23,2, das mittlere Minimum (am Abend) 20,3. Das Gesamtmittel 
aus den Werten von 200 Bestimmungen des B.K. G. beträgt 21,75, 
eine Zahl, die als eine Bestätigung des in der vorigen Saison als Mittel- 
wert bei 116 Bestimmungen gefundenen B.K. G. (21,1) angesehen 
werden kann. Das mittlere Maximum des Viskositätsgrades (am 
Morgen) ist 5,86, das mittlere Minimum (am Abend) 5,24. Das Gesamt- 
mittel aus allen Bestimmungen des Viskositätsgrades beträgt 5,55. 

Genauere Bestimmungen der Wechselbeziehungen zwischen dem 
B.K.G. und dem Grade der Viskosität lassen sich erreichen, wenn 
man die Methoden biologischer Variationsstatistik anwendet. 


ebe 
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Tabelle II. 
Resultate der im August ausgeführten Versuche. 


| 


| a Bra la + | z DE 
| S E z z a IB Si E p= | “2 
Zeit der e um 3 3 ge Lëtë 20 23 E > 
Name || Bestim» |B.K.G. ee ZK £ & ga KE ER ER > © 
mung s5 | 3 | 3 |g |E S| Ža | ë> | 34 
sp | T 2 |as ei " [313 | Eb 
= | dÉ Olo 3 zu 
> Morgen | 20,0 | 55 | 6,8 | 124 | 32 | Bt 
5 ps y es a — 9 $ C E f > 
8.4. || Abend. | 17,8 | 54 | 61 120 | 2,9 ! ó [16,9 | 0,40 |:6,4 
„ Morgen | 258 | 6,0 | 68 | 185 | 38 N e 
E V As D q db 
deeg Abend” 246. | :621.60 1180186 | 29 1% 1/98 [Da 
: Morgen | 24,4 | 6.2 6.2 125 | 4,0 2 e hr 
, O P > r » po a A ap € Ze d LE 4 K. D 
K. i Abend | 226 | 5,6 6.4 125 3,5 £ l 23,5 | 5,9 | 6,3 
Morgen | 23,8 | 6,2 6,3 128 3.8 ` HS e 
d WEE ae E 9419| 
Me | Abend‘ | 2030 | 88 | 80 de | 
Morgen | 208 | 58 | 56 | 107 | 3,8 Leen Haag 
Y A fam en z í t 20 9. d D 
M.C. | Abend | 18,1 | 46 | 54 | 104 | 33 | 13 | 
Morgen | 25,2 | 64 | 6,0 | 120 | 4,2 > 
S. R. - 8 24, 2 f 
E Abend | 23,1 | 60 | 59 | 121 | 4,0 | Ke 
- |Morgen | 23,5 | 55 | 62 | 125 | 38 | o. | » AP > 
RES - f 99 RS 9 
D. K. Abend 218 | 51 | 63 | 126 | 34 | 8 | 7126| 5,3 | 6,25 
- p ||Morgen | 22,6 | 5,8 | 54 | 110 | 42 ells Ne 
K. B. | Abend |194| 48 | 46 | 100 | 42 | 14 | 17 |210| 5, |5,0 
7 Morgen | 18,4 | 48 4,2 85 | 4,4 m e : 
g O : 8 | A 
abend. | 172 | 25:1 2 | 04] *] | 
-|| Morgen 24,6 6.2 6.3 120 3.9 e SE 
8 Bl te E SE de 2, 0 
4. W. Abend | 20,6 | 58 6.6 125 31 16 y 6 [6 6,4 
e Morgen | 228 5,8 61 122 | 34 Leuplens le 
E. A. Abend | 202 | 52 | 605 12 | 33 | 14 | 10 [45/50 [81 
>- m || Morgen | 26.2 | 63 | 68 | 135 | 3,8 N ara a 3 Wa 
 — ag pe ) , m ( Ü 2 DN D. 6,8 
K.F Abend | 23,8 6.0 6.9 133 3.5 10 J "eh | 1 ),99 


benutzen, so erhalten wir nach Einführung entsprechender Korrektur 
als Koeffizienten der Korrelation den Wert 0,87, was auf eine sehr 
bedeutende Korrelation zwischen dem B.K.G. und dem Grade der 
Viskosität hinweist. 

Was die Abhängigkeit des B. K. G. von der Menge der Erythro- 
cyten und dem Hb-Index anlangt, so ergibt sich in diesem Falle für 
den Korrelationskoeffizienten ein niedrigerer Wert (0,72). Dies läßt 
sich wie folgt erklären: Die Menge der Erythrocyten ist sowohl in 
den Morgen- wie auch in den Abendstunden bei ein und demselben 
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Tabelle III. 


Korrelation zwischen dem B. K. G. und dem Grade der Viskosität des Blutes 
bei Tadjicken im Kischlacke Britsch-Mulla. 
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Individuum fast die gleiche (13 Versuche zeigen eine unbedeutende 
Verminderung und 12 eine ebenso unbedeutende Vermehrung der 
Quantität an Erythrocyten; diese Schwankungen aber bewegen sich 
innerhalb der Versuchsfehlergrenzen), währenddem die Wirkungs- 
intensität der Katalase in den Morgenstunden merklich höher ist als 
in den Abendstunden. Daraus erhellt, daß, wenn auch eine fast voll- 
kommene Wechselbeziehung zwischen dem B. K. G. einerseits und der 
Anzahl Erythrocyten sowie dem Hb-Index andererseits in den Morgen- 
stunden vorliegt (Koeffizient der Korrelation = 0,9), mit Rücksicht 
auf den niedrigeren Mittelwert der am Abend gemachten Bestimmungen 
des B.K.G. sich auch ein kleinerer Koeffizient dieser Korrelation 
ergeben muß. Die Werte des Hb-Index stehen in fast voller Korrelation 
zur Menge der Erythrocyten (der Korrelationskoeffizient ist hier sehr 
nahe an 1). Das Mittel aus sämtlichen vorgenommenen Zählungen 
der Erythrocyten beträgt 5,6, das Gesamtmittel des Hb-Index 117,5. 
B.K.G. 
(Anzahl in Millionen Erythrocyten) 
am Morgen gesammelten Beobachtungen ist bei allen Versuchen (mit 
Ausschluß eines einzigen, bei welchem gleiche Werte sich ergaben) 
höher als jener aus den am Abend beobachteten Resultaten. Das 
mittlere Maximum des Katalaseindex (am Morgen) ist 4,0, das mittlere 
Minimum (am Abend) 3,5. 


Auf Grund des oben angeführten Materials glauben wir uns nun 
zu nachstehenden Folgerungen berechtigt zu fühlen: 


Der Katalascindex ( ) aus den 
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1. Der schon aus den Arbeiten der vorigen Sommersaison (1925) 
von uns gezogene Schluß (Punkt 3), daß nämlich die katalatische 
Kraft des Blutes bei Bergbewohnern vom Morgen gegen Abend hin 
sich merklich vermindert, erfährt durch die Resultate der diesjährigen 
Arbeiten seine Bekräftigung. 

2. Die Werte des B. K. G. sowie des Viskositátsgrades, die Anzahl 
der Erythrocyten und auch der Hb-Index im Blute der Bergbewohner 
sind bedeutend höher, als dies sonst die Norm zu sein pflegt. 

3. Der Koeffizient der Korrelation zwischen dem B.K.G. und 
dem Grade der Viskosität beträgt nach dem aus allen Versuchen sich 
ergebenden Zahlenmaterial 0,87. 

4. Der Koeffizient der Korrelation zwischen dem B.K.G. und 
der Menge an Erythrocyten berechnet sich bei Zugrundelegung der 
anı Morgen bestimmten Werte auf 0,90 (also nahe der Einheit), während 
bei Verwendung der am Abend erhaltenen Zahlen sich bloß 0,72 ergibt. 
Katalaseindex = 3,75. 

5. Die Wechselbeziehungen zwischen dem B.K.G. und dem 
Hb-Index sind analog zu denen des vorhergehenden Punktes. 

Für die diesjährige Sommersaison planen wir, weitere Studien 
über das vorliegende Thema auf dem Territorium der Republik Kasa- 
kistan (das früher Semiretschi genannte nordöstliche Gebiet Zentral- 
asiens) anzustellen, und zwar an Orten, die ein deutlich ausgesprochenes 
Bergklima besitzen. 

Hiermit parallel und in der Absicht, die Abhängigkeit des B. K. G. 
von besonderen Einflüssen der Rasse aufzuklären, werden im hiesigen 
Institut selbst in den einzelnen nationalen Unterabteilungen der Stadt 
Taschkent weitgehende und umfassende Untersuchungen des B. K.G. 
von Studierenden vorgenommen. 
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Über die Holzreaktionen | 
mit aromatischen Aminen und mit Phenolen. 


Von 
Erik Hägglund und T. Johnson. 


(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Über die Holzreaktionen ist sehr viel geschrieben worden. Es 
ist nicht nötig, auf die umfangreiche Literatur einzugehen, um so mehr, 
als sie in einer kürzlich erschienenen Arbeit von W. Fuchs!) eingehend 
berücksichtigt wurde. Was uns hier interessiert, ist die viel umstrittene 
Frage, ob die Aufnahme von Aminen und Phenolen durch Holz als 
chemische Reaktionen oder Anlagerungen durch Adsorption anzusehen 
ist, und ferner, ob kleinere oder größere Substanzmengen dabei in 
Reaktion treten. Diese Frage ist auch früher von C. F. Cross, E. J. Bevan 
und J. F. Briggs?) behandelt worden. Sie kamen zu dem Resultat, 
daß die Farbreaktion mit Phloroglucin zum Teil auf geringe Mengen 
von akzessorischen Bestandteilen im Holz zurückzuführen war. Aber 
nur ein geringer Teil des Phloroglucins wird bei der Farbreaktion 
chemisch gebunden, ein größerer Teil wird von der ,,Lignocellulose** 
zu einer farblosen Verbindung von großer Beständigkeit aufgenommen. 
Die englischen Forscher glaubten, daß die Hauptreaktion nicht auf 
eine Aldehyd-, sondern auf eine ,Chinon“gruppe im Lignin zurück- 
zuführen sei. Die Aldehydgruppe wäre aber für diejenige Substanz 
charakteristisch, welche die typischen Farbenreaktionen veranlaßt. 

Was wiederum die Holzreaktionen mit Aminen betrifft, so schließen 
Cross und Mitarbeiter aus ihren Versuchen, daß es sich im wesentlichen 
um einen Adsorptionsvorgang handelt. Nur relativ geringe Mengen 
Amin reagierten bei gewöhnlicher Temperatur. P Klason?) fand 
aber, daß etwa 119% des Holzgewichts Naphthylamin aufgenommen 


1) Die Chemie des Lignins, S. 8ff. Berlin 1926. 

2) Ber. 40, 3119. 1907; Chem.-Ztg. 81, 725, 1907; Researches on 
Cellulose 8, 116, 1912. 

3) Svensk Kemisk Tidskrift (Medd. Kem. Ind. Kont.) 5, 16, 1922. 
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wurde, wenn die Reaktion bei 100° und in Anwesenheit von Salzsäure 
stattfand. Nur ein Versuch wurde ausgeführt, und es ist daraus nicht 
ganz einwandfrei erwiesen, daß es sich hier wirklich um eine chemische 
Verknüpfung handelte. 


Um in dieser für die Holzchemie so recht wichtigen Frage Klarheit 
zu schaffen, wurden folgende Versuche ausgeführt. 


Zunächst wurde die Reaktion zwischen Holz und aromatischen 
Aminen studiert. Wir benutzten dazu erschöpfend extrahiertes Fichten- 
holz in Form von feinem Mehl, und als Amin wurde Naphthylamin 
gewählt, das als Chlorhydrat mit und ohne Salzsäure zur Reaktion 
gebracht wurde. Die Versuche wurden sowohl bei gewöhnlicher Tempe- 
ratur, als auch bei etwa 100° in geschlossenen Glasgefäßen ausgeführt. 


Es stellte sich dabei heraus, daß die Farbe des Holzmehls, die 
bei gewöhnlicher Reaktionstemperatur intensiv orange war, bei der 
Erhitzung schnell dunkel wurde; schließlich wurde sie, je nach der 
Menge der zugesetzten Säure, braun bis schwarz. 

Die erhaltenen Rückstände wurden auf ihren Stickstoffgehalt 
analysiert. Um auf das Holzgewicht umrechnen zu können, mußte 
auch beachtet werden, daß bei der Behandlung des Holzes Substanzen 
in Lösung gehen, die im wesentlichen aus Zucker bestehen. Wurde 
dafür korrigiert, so bekamen wir die in der letzten Spalte angegebenen 
Zahlen. 

Tabelle I. 


BRIEFEN EECH EEeeng oo macia | 9/0 Naphthyle 
Reaktions» | Naphthylamin, , Konzentration | 0! | 0/, Naphthyl» lo Naphthy 
lo N im Vë amin bezogen 

EES chlorhydrat der Salzsaure | Holzrückstand | und auf das Holz 
DC ng n UERR (korrigiert) 


2g Holz + 50 cem Naphthylaminchlorhydratlösung + HCl. 
Reaktionsdauer 24 Stunden. 


18 | 0,3 0,1 | 0,18 1.85 1.8 
18 3.0 01 | 031 32 3.0 
95—105 Lü 0.05 j o 104 Jup | 9.5 
18 10 0.1 1.17 12.0 10.6 
18 10 | 02 135 | 138 11.8 
2g Holz + 50 cem Naphthylaminchlorhydratlósung (ohne Säure). 
Reaxtionsdauer 24 Stunden. 

10 | 0,5 — 0,60 6,2 5,9 
100 | 1.0 = 1,03 10,5 10,0 
1g Holz + 50 ccm Naphthylaminchlorhydratlósung (ohne Säure). 
Reaktionsdaner 24 Stunden. 

100 | 2 se 012 1 1238 | 12 


Es ist deutlich, daß auch bei einem sehr großen Überschuß von 
Amin und in einer verhältnismäßig stark sauren Lösung nicht mehr 
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als etwa 11,5 g Naphthylamin auf 100 g Holz in Reaktion treten. Von 
einer Adsorptionsverbindung des Naphthylamins kann keine Rede 
sein, da die Rückstände vor der Analyse erschöpfend ausgewaschen 
wurden. 

Bei der Untersuchung des Verhaltens von Phenolen und Phenol- 
derivaten versuchten wir anfänglich, eine Reaktion zwischen Anisol 
und Holz zustande zu bringen. Anisol, in 80 % iger Essigsäure gelöst, 
kam sowohl bei gewöhnlicher Temperatur als auch bei 100° zur Ein- 
wirkung. Es trat keine Reaktion ein. Wir glauben daraus schließen 
zu können, daß nicht ein Wasserstoffatom des aromatischen Kerns, 
sondern freies Phenolhydroxyl in Reaktion tritt. 

Diese Ansicht wird dadurch gestützt, daß Guajakol, dessen Ein- 
wirkung wir nunmehr untersuchten, glatt mit dem Holz reagierte. 
Aus der Veränderung des Methoxylgehalts, des Reaktionsproduktes, 
konnten wir die Menge des reagierenden Guajakols feststellen. Um 
diese Menge auf 100 g Holz umrechnen zu können, wurde für die in 
Lösung gegangene Menge Holz die entsprechende Korrektur angebracht. 


Es resultierten folgende Zahlen: 


Tabelle II. 
Ansatz: 2g Holz + 50 ccm Lösung von Guajakol in Salzsäure. 
| | | Vermehrungd 
Guaiakol HCl+Kons Versuchs» | CH telen Auf 100g Holz 
Versuch J zentration auer im Reaktions. EA 
|o e a Std. o in g (korrigiert) 
| | 

loa op 18 | 12 omg ` 03 

2 | 1 i 005 100 12 1.03 5,1 

3 | 1 0,05 100 24 1,73 8,1 

4 | 2 01 100 24 1.85 9.1 

5 | 2 0,2 100 24 2,17 10,3 


Die in Reaktion getretene Menge Guajakol wurde erst nach gründ- 
licher Auswaschung des Rückstandes bestimmt. Von einem Ad- 
sorptionsgleichgewicht kann auch im vorliegenden Falle keine Rede sein. 

Das maximal gebundene Guajakol entspricht etwa 12 g Naphthrl- 
amin. Dies stimmt mit dem experimentell ermittelten Wert innerhalb 
der Versuchsfehler überein. 

Es erhellt aus diesen Zahlen, daß sowohl bei der Reaktion des 
Holzes mit Aminen als auch mit Phenolen, bei gewöhnlicher Tempe- 
ratur, nur relativ geringe Substanzmengen in Reaktion treten; wird 
die Temperatur auf 100° gesteigert und erfolgt die Reaktion mit einem 
Überschuß von Phenol oder Amin, so erreicht die Reaktion einen 
Grenzwert. Die reagierende Gruppe dürfte in den beiden Fällen dieselbe 
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sein und aus einem aktiven Carbonyl im Ligninmolekül bestehen. 
Bei der Kupplung mit Amin entsteht wahrscheinlich ein Anil und 
mit Phenolen durch Umacetalisierung ein Halbacetal, wobei Kohle- 
hydratreste gegen Phenolreste ausgetauscht werden. 

Vorausgesetzt, daß auf ein Ligninmolekül ein Amin oder Phenolrest 
gekuppelt wird, errechnet sich ein Molekulargewicht des Lignins von 
etwa 330, der Ligningehalt des Fichtenholzes zu 28%, gerechnet. 
Dieses Molekulargewicht stimmt sehr gut mit Werten überein, die 
wir in ganz anderer Weise ermittelt haben, und worüber an anderer 
Stelle demnächst berichtet werden soll. 

Wir kommen also zu dem Ergebnis, daß die Holzreaktionen mit 
Aminen und Phenolen bei gewöhnlicher Temperatur sich auf kleine 
Substanzmengen beschränken. Außer Spuren von freiem Lignin 
können sich daran akzessorische Substanzen des Holzes mit aktivem 
Carbonyl beteiligen. 

In dem Maße, wie die glucosidische Bindung des Lignins mit den 
Kohlehydraten hydrolytisch gesprengt wird, was bei erhöhter Tempe- 
ratur und selbst bei relativ schwach saurer Reaktion der Lösung offenbar 
vollständig erfolgen kann, werden größere Mengen Amine und Phenole 
von dem Lignin gebunden. Durch die Temperaturerhöhung und die 
Acidität der Lösung gehen die anfangs erhaltenen schönen Holzfarben 
in mehr oder weniger dunklere Farbtöne über. 


Zur Chemie und Physiologie der Pflanzenphosphatide. 


V. Mitteilung: 


Qualitative Aufarbeitung der wässerigen Dialysate der Sojabohne 
(Glycine hispida). 


Von 
Y. Grafe und Koretoshi Ose. 
Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Mit Rücksicht auf die guten Erfahrungen bezüglich der Menge 
der aus den Samen von Leguminosen durch wässerige Dialyse nach 
dem in den vorigen Mitteilungen beschriebenen Verfahren gewinnbaren 
Phosphatiden wurden als nächstes Objekt zum Studium der Pflanzen- 
phosphatide die Samen der Sojabohne herangezogen. Die Verhältnisse 
liegen hier insofern etwas anders, als die Sojabohne bekanntlich größere 
Mengen Fett führt, welches zum Teil in Form von Lipoiden, zum Teil 
als freies Fett vorliegt, so daß die Isolierung der Phosphatide aus 
der wohl nur zum Teil mechanischen, größtenteils aber adsorptiven 
oder chemischen Verbindung mit dem freien Öl größere Schwierig- 
keiten bot und geringere Ausbeuten lieferte als das sonst bei Legu- 
minosen, besonders bei Erbsen der Fall gewesen war. Dazu kommt 
noch, daß hier besonders große Mengen von Erdalkalien in den Dia- 
lysaten vorliegen und wir aus den Erfahrungen von Hansteen Cranner!) 
einerseits, aus eigenen andererseits wissen, daß Erdalkaliionen durch 
ihre fällende Wirkung auf die Phosphatidkomplexe geeignet sind, 
dieselben in der Zelle zurúckzuhalten. Das scheint besonders vom 
Basenanteil des Phosphatids zu gelten, ebenso wie von den damit in 
Verbindung stehenden Fettsäuren, von denen in den Dialysaten, ver- 
glichen mit früheren Fällen, überraschend wenig gefunden wurde. 


1) Hansteen Cranner, Meldinger fra Norges Landsbrukshoiskole 1922 
und 1925; ferner V.Grafe, V.Grafe und V. Horvat, V.Grafe und H. Ma- 
gistris, diese Zeitschr. 159, 445, 1925; 162, 366, 1925; 176, 266, 1926; 177, 
16, 1926; Planta 2, 429, 1926; Hansteen Cranner, ebendaselbst 2, 438, 1926. 
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Ferner muß nachdrücklich auf folgenden Umstand hingewiesen 
werden. In den betreffenden Arbeiten von Hansteen Cranner (ei 
ist immer darauf hingewiesen, daß in den wässerigen Dialysaten, 
mögen sie bei niederer oder höherer Temperatur gewonnen worden 
sein, niemals positive Eiweißreaktionen auftreten, woraus eben ge- 
schlossen wurde, daß unter den Versuchsbedingungen niemals Proteine, 
sondern nur Phosphatide in das Dialysewasser austreten. Im Gegensatz 
dazu finden wir in unseren Dialysaten stets Eiweißreaktionen, aller- 
dings immer nur dann, wenn die Dialysate (unter Anwendung eines 
„Föhn“, bei einer 30% nicht übersteigenden Temperatur) konzentriert 
worden waren. Sei es nun, daß Hansteen Cranner auch in seinen Dia- 
lysaten Eiweißreaktionen gefunden hätte, wenn er dieselben in kon- 
zentriertem Zustande daraufhin untersucht hätte, sei es, daß in unserem 
Falle trotz der schonenden Bedingungen Abspaltung von Protein- 
gruppen stattgefunden hat, jedenfalls muß aus unseren Befunden 
geschlossen werden, daß entweder Proteine gleichzeitig mit austreten 
(wogegen der Umstand spricht, daß Proteine durch Blei-, Cadmium-, 
Uransalze nicht gefällt werden, während die genannten Reaktionen 
auch noch in den vom Metall befreiten Fällungen dieser Art zu finden 
waren), oder wahrscheinlicher, daß ein geschlossener Phosphatid- 
eiweißkomplex bei der Dialyse austritt, der auch als solcher gefällt 
wird. Es lag nahe, an Nucleoproteide zu denken, indessen ergaben 
unsere dahinzielenden Bemühungen keine sicheren Anhaltspunkte 
bezüglich der bekannten Spaltungsprodukte von Nucleinsäuren. 


Allerdings fiel die Prüfung auf Aminosäuren stets negativ aus, 
aber das Vorhandensein von Zersetzungsprodukten der Proteine in 
den Dialysaten ist doch nicht ganz auszuschließen. Daß überhaupt 
Phosphatide vorliegen, geht wohl unzweifelhaft aus dem steten Vor- 
handensein von Cholin und Fettsäuren hervor, indessen wurde davon 
immer nur sehr wenig gefunden, und auch die Menge der vorhandenen 
Fettsäuren betrug nicht mehr als etwa 0,345% der Bleifällung. Wir 
bringen diese abnormen Verhältnisse mit dem reichen Gehalt an Erd- 
alkalien und der dadurch bedingten Bindung einzelner Teile des Phos- 
phatids in Verbindung, jedenfalls liegen hier die Verhältnisse anders 
als bei den bisher untersuchten Phosphatiden aus den Dialysaten 
anderer Pflanzen, es scheint, daß in Anbetracht der großen Mengen 
von Erdalkaliphosphaten die Aschensubstanzen vornehmlich an die 
P-Komponente des Phosphatids treten; auch der gefundene Zucker 
erscheint als Zersetzungsprodukt von Hemicellulosen oder von Glyko- 
proteiden: es liegt hier der Fall vor, daß die Umstände, welche früher 
durch das Vorhandensein von Erdalkalien im Dialysewasser experi- 
mentell herbeigeführt wurden, schon im Material selbst realisiert sind, 
so daß die Sojabohne zum Studium des Verhaltens der Erdalkalien 
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und überhaupt der Mineralsalze zum Phosphatid besonders geeignet 
erscheinen. Die folgenden Untersuchungen bezweckten daher nur 
einen orientierenden Überblick über die obwaltenden Verhältnisse 
und werden nach Ausarbeitung einer für diese besonderen Zwecke 
tauglichen Methodik der Isolierung der Phosphatide quantitativ durch- 
geführt werden. 

Frische ungarische Sojabohnen, Ernte 1926, wurden zuerst mit 30 gräd. 
Wasser gewaschen, dann mit 2°/„iger Sublimatlösung gespült, dann mit 
50% igem Alkohol und schließlich wieder mit destilliertem Wasser ge- 
waschen. Die Lebens- und Keimfähigkeit des Materials hatte durch diese 
Behandlung keinen wie immer gearteten Schaden gelitten, die Bohnen 
keimten vielmehr ebenso freudig wie zuvor, wenn auch die erzielten Pflanzen, 
offenbar infolge Entzuges eines Teils des Reservematerials, den Typus 
von Hungerpflanzen zeigten. Die so behandelten Bohnen wurden dann 
in großen photographischen Entwicklerschalen, wie in den früheren Arbeiten 
beschrieben worden war, mit der dreifachen Menge destillierten Wassers 
der Dialyse bei 17 bis 20° durch je 24 Stunden unterzogen. In jeder Schale 
wurde stets nur je 1 kg Material aufgearbeitet. Dieselbe Menge Sojabohnen 
wurde dreimal dialysiert und die Dialysate miteinander vereinigt. 

Bemerkenswert dabei ist, daß das erste Dialysat, das doch bei 
Temperaturen unter 200 gewonnen worden war, stets trübe erschien, 
d. h. die untere Schicht war trübe, die obere klar. Diese Trübung 
war niemals, wie die Untersuchung lehrte, durch das Vorhandensein 
von Bakterien hervorgerufen. Vom zweiten Dialysat an bleiben die 
Lösungen stets völlig klar. Alle Dialysate gaben nach dem Abfiltrieren 
durch ein Pukallfilter und schon ohne vorherige Konzentration mit 
Millons Lösung in der Kälte eine weiße Fällung, die ebenso wie die 
überstehende Lösung beim Erwärmen intensiv rotviolett wurde. Die 
Biuretreaktion ergab blauen Niederschlag mit farbloser überstehender 
Lösung, die Adamkiewicz- und Xanthoproteinreaktion fiel negativ 
aus, ebenso die Reaktion mit Pikrinsäure, während die Reaktion nach 
Molisch mit Thymol an der Berührungsfläche einen violetten Ring 
als Zuckerreaktion zeigte. Fehlingsche Lösung wird stark reduziert. 
Anmerkungsweise sei erwähnt, daß die Eiweißreaktionen vor der 
Konzentration des Dialysats nicht hoch gewertet werden können, 
weil die dabei verwendeten Reagenzien auch mit den vorhandenen 
Sterin- und Anthocyaningruppen reagierend, die Farbenreaktionen 
vortäuschen könnten. 

Von Farbstoffen, welche nach früheren Erfahrungen mit den 
Phosphatiden reagieren, gibt Carmin als saurer Farbstoff keine Fällung, 
nur die Lösung ist gefärbt, dagegen liefert das basische Safranin 
einen sofortigen roten Niederschlag, aber nicht in der Kälte und im 
Originaldialysat, sondern erst, nachdem dieses durch Einengen am: 
Wasserbad unter Darüberleiten von Luft (wie in den früheren Ar- 
beiten beschrieben) mittels eines ‚Föhns‘‘ konzentriert worden war. 
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Gallen liefert schon im Originaldialysat ohne vorheriges Einengen 
schnell einen dichten violetten Niederschlag, derselbe enthält keinen 
P und N, Hämatin liefert keinen Niederschlag, aber die rote Farbe 
desselben verändert sich in Braun. Offenbar reagieren die Farbstoffe 
nur mit bestimmten Komponenten des Dialysats, und die Möglichkeit 
ihrer Bindung im Einvernehmen mit ihrer bekannten Konstitution 
wird vielleicht die Möglichkeit an die Hand geben, das Phosphatid 
bzw. dessen Spaltungsprodukte zu studieren. 


An der Oberfläche des Dialysats zeigen sich dauernd Gasblasen, wenn 
man einige Kubikzentimeter des trüben Dialysats in der Eprouvette vor- 
sichtig mit verdiinnter HCl versetzt, wird die Lösung sofort völlig klar 
unter Entweichen eines starken CO,-Stromes. Auch wenn das klare Dia- 
Iysat auf 35 bis 40° erwärmt wird, tritt momentane Trübung unter Ent- 
weichen von CO, ein. Diese Trübung verschwindet auf Zusatz von HCl 
unter Entwicklung von CO, 


Vergleicht man das erste Dialysat diesjähriger Sojabohnen mit 
dem gleichen vorjähriger, so ist die Trübung bei letzterem bedeutend 
stärker und die Gelbfärbung des Dialysats ungleich intensiver. Läßt 
man die Bohnen bei Zimmertemperatur mit gereinigtem Äther einige 
Zeit stehen und dialysiert dann mit Wasser in der gewohnten Weise, 
so wird die Trübung stärker. Die vorgenannten Reaktionen treten 
bei solchen Bohnen in derselben Weise ein, wie das früher beschrieben 
worden ist. 


Die Untersuchungen der Phosphatide durch die bisherigen Bearbeiter 
bezogen sich vornehmlich auf die von Hansteen Cranner so genannte 
„lösliche Fraktion“, die nach ıhm die dispersen Phasen des Zellplasmas 
bildet, aber weniger auf die sogenannte „unlösliche Fraktion“, welche 
das Dispersionsmittel des Zellplasmas darstellt. Obwohl es durch die 
vorgenannten und auch durch unsere Untersuchungen wahrscheinlich 
geworden ist, daß Übergänge zwischen beiden Fraktionen durch Milieu- 
änderung eintreten können, haben wir uns in den folgenden Untersuchungen 
besonders mit der unlöslichen Fraktion aus dem Dialysat von Sojabohnen 
beschäftigt. Schon der Umstand, daß diese unlösliche Fraktion sich in 
relativ sehr geringen Mengen bildet, jedenfalls in viel geringeren als die 
löslichen Anteile, bringt es mit sich, daß die zu beschreibenden Unter- 
suchungen vorläufig qualitativ-orientierende geblieben sind und ihre Er- 
gänzung durch eingehende «quantitative finden müssen. 


Wie schon erwähnt, tritt die unlösliche Fraktion, entgegen den 
Feststellungen von Hansteen Cranner bei jeder Temperatur, auch 
schon unter 20° ein, während der genannte Forscher unter diesen Ver- 
hältnissen, allerdings bei anderen Pflanzen, stets nur ungetrúbte 
Lösungen erhielt. Nur mit dieser schon unter 20° erhaltenen ,,un- 
löslichen‘‘ Fraktion wurde im folgenden gearbeitet und nicht mit 
jenem unlöslichen Körper, der bei Dialyse oberhalb 20° erhalten werden 
kann und der offenbar anders zusammengesetzt ist als jener. Denn 
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wenn man das durch ein Pukallfilter gezogene klare Filtrat der unter 
20° gewonnenen unlöslichen Fraktion mit Bleiacetat fällt, so erhält 
man eine voluminöse, sich rasch absetzende flockige Fällung, während 
das Filtrat eines oberhalb 30% gewonnenen Dialysats mit Bleiacetat 
eine kristallinische, offenbar rein mineralische, weiße Fäl lung ergibt. 


Die unlösliche Fraktion wurde von der löslichen mittels Durchziehens 
durch ein Pukallfilter getrennt, welches nach jedesmaliger Benutzung 
sorgfältig mit Lauge, Chromsäure und Wasser gereinigt wurde. Der Rück- 
stand wurde mit Wasser, dann mit Alkohol und zum Schluß mit Äther 
gewaschen, getrocknet, dann in der Wärme mit n/2 NaOH gelöst und 
wieder durch die Filterkerze gezogen. 


Das so gewonnene Filtrat stellte eine rotbraune Flüssigkeit mit 
stark grüner Fluoreszenz dar. Es wurde in der Kälte mit konzentrierter 
HCI bis zur sauren Reaktion behandelt, wobei mitunter, ohne daß 
gesagt werden könnte, warum, starke Gasblasenentwicklung von CO, 
stattfand, während in anderen Fällen bei sonst ganz gleicher Arbeits- 
weise keine solche Gasentwicklung beobachtet werden konnte. Das 
entwickelte Gas stammte jedenfalls niemals, wie dahinzielende Ver- 
suche ergaben, aus der verwendeten Lauge. Durch den Zusatz von 
HCl entsteht in der rotbraunen Flüssigkeit ein weißer flockiger, sich 
schnell absetzender Niederschlag, der in Wasser schwer, in Äther und 
Alkohol unlöslich ist. In NaOH löst er sich dagegen leicht, durch 
zerstreutes Tageslicht wird er momentan schokoladebraun, in Amyl- 
alkohol ist er unlóslich. Kocht man ihn durch mehrere Stunden am 
Rückflußkühler mit Mineralsäuren, so wird nach eingetretener Hydro- 
lyse Fehlingsche Lösung nicht reduziert. Dieser weiße Niederschlag 
enthält keinen P, wohl aber reichlich N. Es ist also durch die genannte 
Behandlung eine Spaltung des ursprünglich beide Elemente enthaltenden 
Dialysekörpers eingetreten, wobei offenbar der die basischen Anteile 
besitzende Paarling hier erhalten geblieben ist. Der aus mehreren 
Dialysaten stammende braune Niederschlag wurde gesammelt und in 
n/2 NaOH gelöst, die rotbraune und stark fluoreszierende Lösung 
wurde anhaltend mit Amylalkohol im Schütteltrichter geschüttelt, 
wobei sich zunächst eine leichte Emulsion bildete; diese konnte, nach- 
dem das Ganze über Nacht gestanden hatte, leicht in Athylalkohol 
gelöst werden. Die äthyl-amylalkoholische Schicht erschien nunmehr 
stark grün gefärbt und wurde in der Folge auf zwei verschiedene Arten 
weiter aufgearbeitet. 


Durch die Behandlung mit Amylalkohol ergab sich 1. eine teil- 
weise Auflösung der Substanz in dem Amyl-Äthylalkoholgemisch, 
die aber nur so lange als grüne klare Lösung vorlag, als sowohl Äthyl- 
alkohol als NaOH vorhanden war, in Äthylalkohol allein ist eine 
Trennung unmöglich; 2. eine braune, fetzige, zur Höhe der Flüssigkeit 


Pflanzenphosphatide. V. 107 


steigende Fällung (von derselben Beschaffenheit, wie sie in den von 
Hansteen Cranner so genannten ‚„pektinartigen‘‘ Stoffen zu finden 
war; wirkliche Pektine konnten bisher mit Sicherheit von uns in keinem 
der Phosphatide aufgefunden werden; 3. ein in der wässerigen Na O H 
verbleibender Anteil. 

Die Reaktionen der grünen Lösung waren folgende: 1. durch 
konzentrierte HCl schön weinrote Färbung, durch Alkali nach Grün 
umschlagend, 2. mit konzentrierter Schwefelsäure entsteht an der 
Trennungsschicht der Flüssigkeiten ein schön rotvioletter Ring, der 
beim Schütteln verschwindet, wobei sich die ganze Flüssigkeit intensiv 
carminrot färbt. Beim Verdünnen des Amylalkohols mit Wasser ver- 
schwindet das Carminrot, der Amylalkohol an der Flüssigkeitsoberfläche 
erscheint nunmehr braun gefärbt. Der darauf abgetrennte Amylalkohol 
regeneriert mit Säure die rote Farbe nicht mehr wieder, eine Er- 
scheinung, wie sie dem Untersucher vom Anthocyan her geläufig ist, 
indessen sind die beschriebenen Farbenreaktionen keineswegs durch 
die Anthocyaningruppe allein hervorgerufen, welche allerdings bisher 
in allen untersuchten Phosphatiden, auch in solchen tierischer Herkunft, 
beobachtet worden ist, sondern durch diese in Verbindung mit Flavo- 
nolen, die als Muttersubstanzen der Anthocyanine zu gelten haben, 
oder durch die das Phosphatid oft begleitenden Sterine. 

Die grüne Lösung wurde im Vakuum am Wasserbad zur Trockne 
gebracht, der Trockenrückstand mit Äther-Alkohol aufgenommen, 
wobei sich zwei Fraktionen ergaben: 1. Ein Teil, der in dem Äther- 
Alkoholgemisch löslich war und die früher beschriebene Rotfärbung 
mit Mineralsäuren lieferte; er wurde 30 Minuten mit alkoholischem 
Kali verseift, eingeengt und mit Alkohol-Äther extrahiert. Der Rück- 
stand ist leicht löslich in Wasser, schäumt stark beim Schütteln. Er 
wurde mit Schwefelsäure zersetzt und liefert, nachdem er nach dem 
Erkalten mit Äther aufgenommen worden war, größere Mengen von 
Fettsäuren. Eine weitere Untersuchung dieses Extrakts und eine 
Bestimmung der Natur dieser Fettsäuren fand vorläufig nicht statt. 
2. Einen in Äther-Alkohol unlöslichen Teil, der sich sehr leicht in 
Wasser löste. Bei Zugabe von verdünnter HCl entwickelt sich CO,, 
in der Flüssigkeit hinterbleibt Mg, Ca, Fe, K, Na, die in der Lösung 
also offenbar als Carbonate vorhanden gewesen waren. 

Nach der zweiten Methode wurden die grünen Ausschüttelungen 
im Vakuum zur Trockne gebracht und mit Athvlalkohol extrahiert; 
ein Teil war im Alkohol löslich, ein anderer unlöslich. Der unlösliche 
Teil löst sich leicht in Wasser und liefert beim Zersetzen mit Schwefel- 
säure Fettsäuren. Er enthält als Aschensubstanzen reichlich Ca, Mg, 
Fe, K, Na und entwickelt mit Mineralsäuren reichlich CO,-Gas. Die 
gelbe alkoholische Lösung liefert folgende Reaktionen: 1. mit kon- 
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zentrierter HCl zyklamenviolette Färbung; 2. mit konzentrierter 
Schwefelsäure violetten Ring; 3. mit alkoholischer KOH verseift, 
dann mit Schwefelsäure zersetzt, Fettsäuren; 4. mit Alkali grüne 
Färbung; 5. mit 5%,igem alkoholischen FeCl, Braunfärbung, mit 
Bleiacetat voluminöse weiße Fällung. Die ersteren Reaktionen sind 
für Flavone charakteristisch. Das Filtrat von der Bleiacetatfällung 
wurde mit H,S entbleit, zur Entfernung des H,S gekocht und lieferte 
dann die vorgenannten Farbenreaktionen mit Mineralsäuren intensiv. 
Mit konzentrierter HCl stark angesáuert und gekocht, verschwindet 
die Violettfärbung und die Lösung wird braun. Nach dem Eindampfen 
zur Trockne und Aufnehmen mit Alkohol erhält man einen unlöslichen 
Teil, der fast ganz aus Mineralsubstanzen besteht: der lösliche Teil 
wurde eingeengt, getrocknet und mit Äther aufgenommen. Im löslichen 
Teil konnten Fettsäuren nachgewiesen werden. In dem in Äther un- 
löslichen Teil erschienen als organische Anteile sehr kleine Mengen 
von wachs- (sterin-) artigen Anteilen. Die dunkle ,,pektin“artige 
Fällung erscheint als Niederschlag nur dann, wenn der verwendete 
Amylalkohol keinen Äthylalkohol enthält, durch reichliche Mengen 
alkalischen Äthylalkohols läßt sie sich wieder in Lösung bringen. Nach 
der Hydrolyse mit Schwefelsäure läßt sich weder P, noch Reduktion 
von Fehlingscher Lösung nachweisen, dagegen ist reichlich N vorhanden. 
Es ist wahrscheinlich, daß es sich hier um die gleiche Fällung handelt, 
die erscheint, wenn die ursprüngliche unlösliche Fraktion nach dem 
Filtrieren durch eine Filterkerze und Auflösen in NaOH mit HO 
gefällt wird. Der in der NaOH verbleibende Teil ergibt mit HCl eine 
braune Fällung, die mit dem Niederschlag 2 identisch erscheint: auch 
hier ergibt sich keine Reduktion von Fehlingscher Lösung. Es ist sehr 
bemerkenswert, daß die Auflösung der unlöslichen Fraktion in NaO H 
nach der Ausfällung mit NaOH in den verwendeten organischen 
Lösungsmitteln, wie Alkohol, Äther, Amylalkohol, nunmehr ganz 
unlöslich geworden ist, aber nach der Wiederauflósung und Wieder- 
fällung mit HCl nunmehr in Alkohol beim Erwärmen sehr leicht löslich 
geworden erscheint. Dadurch ist sichergestellt, daß durch die wieder- 
holten chemischen Operationen Zustandsänderungen der in Rede 
stehenden Substanzen eintreten, die offenbar auf molekularen Ver- 
änderungen (Spaltungen oder Strukturänderungen) beruhen. Auch 
noch auf andere Weise konnte dieses sichergestellt werden. 


Wenn man die unlösliche Fraktion wiederholt in NaOH löst und 
mit HCl fällt, so ergibt das Filtrat von der letzten Fällung mit HCl 
einen Niederschlag mit Phosphorwolframsäure, was nur durch Ab- 
spaltung eines Teiles der basischen Komponente oder der gesamten 
basischen Komponente erklärt werden kann. Durch das reichliche 
Vorhandensein von N in den Fällungen wurde die Frage nach dem 
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Vorhandensein und dem Nachweis von dortselbst vorhandenen basischen 
Anteilen aktuell. Die unlösliche Fraktion wurde mit HCl durch mehrere 
Stunden gekocht (gemeint ist die durch HCl erhaltene Fällung), nach 
dem Erkalten mit Äther geschüttelt, worauf im Ätherextrakt Fett- 
säuren nachgewiesen werden konnten. Nach Entfernen der ätherischen 
Lösung und Abdampfen des noch vorhandenen Äthers konnte keine 
Zuckerreaktion gefunden werden, dagegen ergab Fällung mit Phosphor- 
wolframsäure sehr reichliche Mengen N-haltiger Anteile. Der Nieder- 
schlag wurde filtriert, gewaschen, mit Baryt zersetzt, wobei starker 
N H,-Geruch wahrgenommen wurde; mit CO, der überschüssige Baryt 
entfernt, mit HCl angesäuert und am Wasserbad eingeengt. Der 
Rückstand wurde mit Alkohol extrahiert und mit dieser alkoholischen 
Lösung die Alloxanreaktion angestellt, welche stark positiv ausfiel. 
Dagegen konnte mit alkoholischer Sublimatlösung, dem typischen 
Reagens, keine Fällung erhalten werden. 


Die unlösliche Fraktion wurde von der löslichen durch ein Pukall- 
filter getrennt und dann in NaOH gelöst, darauf mit HCl gefällt. 
Die Fällung wurde oben beschrieben; nun soll noch auf das Filtrat 
dieser Fällung eingegangen werden. Das Filtrat schäumt stark, ist 
hellgelb bis braun und zeigt folgende Reaktionen: Fehlingsche Lösung 
wird sehr stark reduziert, bei der Destillation der stark salzsauren 
Lösung zeigt sich Furfurolreaktion, mit Phloroglucin rote Färbung, 
mit Ammonmolybdat starke Reaktion auf freie Phosphorsäure. Das 
Filtrat gibt ferner mit Phosphorwolframsäure sehr starke Fällung 
eines voluminösen, sich rasch absetzenden Niederschlags, der sich 
beim Stehen stark violettbraun färbt. Diese Fällung wurde in der 
üblichen Weise mit Baryt zersetzt, der überschüssige Baryt mit CO, 
entfernt, dann mit HCl angesäuert, eingeengt, mit Alkohol extrahiert 
und mit alkoholischer Sublimatlösung versetzt: es entstand kein 
Niederschlag. Auch Pikrate konnten nicht gewonnen werden, ebenso 
verliefen die Versuche, Purin- oder Pyrimidinbasen zu finden, negativ. 
Das Filtrat von der Phosphorwolframsäurefällung ergab folgende 
Befunde: es liefert mit Fehlingscher Lösung starke Reaktion und 
enthält reichliche Mengen von Alkalien und Erdalkalien sowie Eisen. 
Das Filtrat wurde mit Ba (O H), bis zur alkalischen Reaktion versetzt, 
wodurch zuerst das Ba-Phosphorwolframat ausfiel, dasselbe entfernt 
und weiter überschüssiger Baryt zugefügt, wobei ein voluminöser 
blauer Niederschlag entstand, der im diffusen Lichte nach mehr- 
stündigem Stehen zu Weiß ausgebleicht wurde. Nach dem Trocknen 
wurde der Niederschlag zuerst mit heißem Wasser extrahiert, durch 
Zusatz von Schwefelsäure der Baryt entfernt, die überschüssige Schwefel- 
säure dann durch CaCO, entfernt und das Filtrat im Vakuum ein- 
geengt. 
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Mit Alkohol aufgenommen, erschien ein Teil unlöslich, während 
ein anderer Teil sich löste. Der lösliche Teil zeigte sich N-haltig, führte 
aber keinen P, er ist leicht löslich in Wasser, reduziert Fehlingsche 
Lösung sehr stark, gibt Furfurolreaktion und liefert ein Phloroglucid. 
Der unlösliche Teil enthält gleichfalls N und keinen P, ist leicht in 
Wasser löslich, reduziert nach Zersetzung mit Schwefelsäure und 
Entfernung des CaSO, und Kochen mit Schwefelsäure durch einige 
Stunder Fehlingsche Lösung stark. Bei Zusatz von starkem Alkohol 
zur wässerigen Lösung entsteht eine weiße Fállung. Mit HCl destilliert, 
zeigt sich Furfurolreaktion, mit Phloroglucin entsteht Rotfärbung. 
Wenn man die unlösliche Fraktion mit NaOH löst und mit HO fällt, 
das Filtrat dieser Fällung mit Phosphorwolframsäure ausfällt, das 
Filtrat dieser neuen Fällung mit Ba(OH), reinigt und von über- 
schüssigem Baryt durch CO, befreit, dann durch Erhitzen das CO, 
entfernt, stark konzentriert und mit konzentriertem NH, behandelt, 
so erhält man eine voluminöse kristallinische Fällung. Diese wird 
viermal mit NH, gewaschen und ist dann in Schwefelsäure schwer 
und nur zum Teil löslich, dagegen sehr leicht und klar in HCl, wobei 
CO, entweicht. Ebenso leicht löst sie sich in Salpetersäure, welche 
Lösung mit Ammonmolybdat starke P-Reaktion liefert. Die genannte 
kristallinische Fällung erweist sich als fast zur Gänze aus anorganischer 
Substanz bestehend, hauptsächlich aus Erdalkalien und Eisen, daneben 
tritt Kali auf, die genannten Kationen sind als Phosphate und Carbonat 
zugegen. Das Filtrat von der weißen kristallinischen Fällung gibt bei 
längerem Stehen oder wenn es zur Entfernung des NH, gekocht wird, 
einen weißen kristallinischen Niederschlag, bestehend aus den Carbo- 
naten von Ca, Mg, Fe und K. Mit HCl versetzt und dann konzentriert, 
bis zur Trockne eingedampft, die überschüssige HCl durch mehrmaliges 
Eindampfen mit Wasser und Alkohol entfernt, der Rückstand in Wasser 
gelöst und mit Tierkohle entfärbt und dann filtriert, zeigt die Lösung 
Zuckerreaktion und enthält Erdalkalien, Eisen, Kali, Natron, freie 
Phosphorsäure und Stickstoff. Der Rückstand am Filter zeigt humin- 
artige schwarzbraune Substanzen, die gleichfalls N enthalten. 


Die durch Tierkohle entfärbte Lösung wurde wieder eingeengt und 
mit absolutem Alkohol extrahiert, die alkoholische Lösung wieder mit 
Tierkohle entfärbt, der Alkohol verdunstet und der Rückstand in 
Wasser gelöst, mit Schwefelsäure zur schwach sauren Reaktion an- 
gesäuert, wobei BaSO, ausfiel, filtriert und eingeengt und wieder 
mit Alkohol ausgezogen. Diese alkoholische Lösung gibt sehr starke 
P- und Zuckerreaktion. Nach dem Einengen zeigen sich sehr schöne 
prismenartige Kristalle. Der Rückstand des alkoholischen Extrakts 
gab weder P- noch Zuckerreaktion mehr, sondern bestand nur aus 
weißen kristallinischen Aschensubstanzen. 


Pflanzenphosphatide. V. 111 


Lösliche Fraktion. 


Sojabohnen Ernte 1926 wurden unter 20° mit destilliertem Wasser 
dialysiert, nachdem sie in der üblichen Weise gewaschen worden waren. 
Die Filterkerze, durch welche filtriert wurde, wurde vor jeder Filtration 
durch NaOH und HNO, gereinigt, die Auffanggefäße waren peinlich 
steril gehalten. Das Filtrat war absolut klar, hatte frischen Geruch, schäumte 
stark und reagierte schwach sauer. Die Reaktionen auf Eiweiß fielen 
positiv aus, wie das schon oben beschrieben worden ist. 

Mit Bleiacetat, Uranylacetat, CdCl, CuSO, HgCl,, Phosphor- 
wolframsäure, AlCl, traten in den klaren, nicht konzentrierten Dia- 
lysaten grobflockige, sich gut absetzende Niederschläge ein, das vom 
Bleiacetat abfiltrierte klare Filtrat lieferte dann mit Bleiacetat in 
ammoniakalischer Lösung einen hellgelben Niederschlag, der P, N, Mg, 
Ca, Fe, K, aber kein Na enthielt. Ferner konnte reduzierender Zucker 
nachgewiesen werden. Das Filtrat von diesem Niederschlag lieferte 
mit 95%igem Alkohol eine weiße Fällung, größtenteils aus Mineral. 
salzen bestehend, ferner waren Kohlehydrate zugegen. Die Alkohol- 
fällung enthält sehr viel Ca und Mg, aber weniger Fe und K. Das 
Filtrat ist in starker Konzentration weinrot, enthält noch immer P 
und N und läßt noch immer K und Fe nachweisen. 


Die Bleiacetatfällung wurde nach dem Trocknen über konzen- 
trierter Schwefelsäure schokoladebraun, und es wurden größere Mengen 
davon gesammelt. Nach dem Zerreiben wurde dieselbe analysiert. 
Die Bleifällung wurde in der üblichen Weise!) aufgearbeitet. Es ergab 
sich dabei ein auffallend geringes Vorhandensein von Fettsäuren. 
Das Filtrat vom PbSO, wurde mit Phosphorwolframsäure gefällt, 
die Fällung gesammelt, getrocknet und in der üblichen Weise zersetzt. 
Nach Entfernung des Ba wurde mit HCl angesäuert und mit Alkohol 
extrahiert, dann mit alkoholischer Sublimatlösung gefällt. Es wurde 
Cholin gefunden, wenn auch wenig, so daß es nur an den mikro- 
skopisch sehr schön erscheinenden und für Cholin charakteristischen 
Kristallen erkannt werden konnte. Das Filtrat von der Fällung mit 
Phosphorwolframsäure wurde mit Baryt bis zur alkalischen Reaktion 
versetzt, wobei der schon früher genannte blaue Niederschlag erschien. 
Das Filtrat davon wurde mit CO, behandelt, mit Tierkohle entfärbt 
und durch Zusatz von konzentriertem Ammoniak eine voluminóse 
gelbbraune Fällung erhalten. Dieser Niederschlag abgesaugt und mit 
Wasser gut gewaschen und getrocknet, ergibt eine gelatinöse Masse, 
die keine Farbenreaktion auf Sterine mehr ergab. 

Man kann diese gelatinöse Masse, welche auch aus physiologischen 


Gründen Interesse verdient, auch aus der löslichen Fraktion direkt er- 
halten, wenn man diese mit Bleiacetat fällt, mit 5%, iger Schwefelsäure 


1) Grafe-Magistris, diese Zeitschr. 176, 266, 1926. 
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durch 12 Stunden entbleit, die Fettsäuren mit Äther ausschüttelt, dann 
die Fällung mit Phosphorwolframsäure ausführt, filtriert, mit Ba(OH), 
bis zur alkalischen Reaktion versetzt, filtriert, eindampft und mit kon- 
zentriertem NH, fällt. Die erhaltene gallertige Fällung ist reich an P 
und N, unlöslich in Wasser, Ather, Alkohol, sehr leicht löslich in HCl, 
wobei starkes Schäumen eintritt. Nach dem Eindampfen dieser Lösung 
zeigen sich sehr schöne Nadeln anorganischer Natur (enthaltend Kalk- 
und Magnesiaphosphat); nach Entfernung derselben durch Extraktion 
mit starkem Alkohol hinterbleibt eine gelbe organische Substanz, die 
viel P und N enthält. Dieser Teil wurde wieder mit HCl gekocht und mit 
Äther ausgeschüttelt, wobei Fettsäuren im Äther blieben. Die salzsaure 
Lösung zeigte nach Verdunsten des Athers starke Reduktion von Fehlingscher 
Lösung. 

Die genannten Phosphate sind offenbar — das zeigt ihre leichte 
Löslichkeit — in primärer Form, vielleicht zu Ca-Mg-Doppelsalzen 
vereinigt, vorhanden. Die salzsaure Lösung zeigt ferner mit Phosphor- 
wolframsäure starke Basenfällung, wobei auch Ca und Mg ausfallen. 
Die Fällung wurde in der üblichen Weise zersetzt und auf Cholin geprüft, 
dieses indessen infolge Mangels größerer Mengen nur durch die ent- 
sprechenden Farbenreaktionen nachgewiesen. . Beim Eindampfen 
hinterblieb ein Sirup, der das Glycerin enthalten soll, das aber in so 
geringer Menge vorhanden war, daß die Acroleinprobe nicht sicher 
genug ausfiel. 

Nach Weinterstein und Stegmann!) sind die Erdalkalien an einige 
Phosphatide des Pflanzenkörpers gebunden, daher auch die Ver- 
hältnisse, in denen sie zum N stehen, stets konstant sind. Es ist sehr 
wahrscheinlich, daß Mg und Ca auch hier in Bindung mit den Phos- 
phatiden stehen, woraus sich auch das abweichende Verhalten der 
Sojabohnenphosphatide ergeben würde. Zum Entstehen der gallertigen 
Fällung ist übrigens die genaue Einhaltung der Versuchsbedingungen 
notwendig, denn bei Wiederholung des Versuchs, scheinbar unter 
den gleichen Bedingungen, erschien die Fällung nicht mehr voluminös 
und gallertig, sondern kristallinisch, und bestand aus CaCO, und 
MgCO,. Das Filtrat von diesem NH,-Niederschlag wurde konzentriert 
und mit Alkohol gefällt; dabei entstand eine braune voluminöse Fällung, 
die gleichfalls durchaus aus den genannten Carbonaten bestand. 

Wenn die Bohnen durch 10 bis 30 Minuten in Ätherflüssigkeit 
bei Zimmertemperatur stehengelassen worden waren, um sie zu töten, 
und dann der Dialyse unterworfen wurden, war die unlösliche Fraktion 
besonders stark, dasselbe zeigte sich bei älteren Bohnen aus früheren 
Ernten. 

Eine wichtige, noch zu entscheidende Frage lautet nun, warum im 
Dialysat so viel CaCO, und MgCO, nachzuweisen sind, und zwar 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 500, 1909. 


Pflanzenphosphatide. V. 113 


nicht nur in der löslichen, sondern auch in der unlöslichen Fraktion, 
von der über 30° allerdings besonders viel entsteht, die aber auch 
schon unter 20°, überhaupt bei jeder Temperatur erscheint. Allerdings 
dürften diese beiden unlöslichen Fraktionen voneinander grund- 
verschieden sein, wie schon aus ihrem Aussehen sich ergibt, das bei 
der ersteren sehr voluminös, bei der anderen durchaus kristallinisch 
erscheint, woraus zu schließen ist, daß die letztere hauptsächlich 
mineralischer Natur ist. Bei höherer Temperatur scheint überhaupt 
eine Trennung des Phosphatids von den daran gebundenen Mineral. 
ionen stattzufinden, und es ist möglich, daß bei niederer Temperatur 
die Atmungskohlensäure insofern eine Rolle spielt, als sie die ins Wasser 
ausgetretenen Erdalkalien als Bicarbonate in Lösung hält, während sie 
bei höherer Temperatur entweicht, so daß ein Teil der unlöslichen 
Fraktion aus den ausgefallenen Carbonaten der Erdalkalien besteht. 
Tatsächlich entweicht beim Erwärmen des Dialysats CO,, und die 
Trübung verschwindet sofort bei Zusatz von wenig HCI. 

Es kann also zusammenfassend gesagt werden, daß die Phosphatide 
der Sojabohne eine von den bisher untersuchten Phosphatiden völlig 
verschiedene Zusammensetzung haben und besonders durch das Vor- 
handensein großer Mengen von Erdalkalien ausgezeichnet sind, die 
nicht nur infolge ihrer den Phosphatiden gegenüber fällenden Wirkung 
den Austritt desselben bei der Dialyse zum Teil verhindern, sondern 
vor allem einzelne Komponenten desselben zurückhalten und so nur 
Bruchstücke in das Dialysat gelangen lassen, was eine abnorme Zu- 
sammensetzung der in Rede stehenden Körper vortäuscht; vielleicht 
haben wir es hier mit einer bequemen und regulierbaren Methode des 
Abbaues zu tun, worüber weitere Versuche Klarheit schaffen sollen. 
Jedenfalls ist das Phosphatid auch im Gegensatz zu den bisher erkannten 
im Dialysat stets mit Protein vergesellschaftet, worunter aber kein 
Nucleoproteid zu finden ist. 
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Studien über den Fettstoffwechsel. I. 


Von 
A.Löw und R. Pfeiler. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wiener 
Kaufmannschaft.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1927.) 


Die Beziehungen zwischen dem Kohlehydrat- und Fettstoffwechsel 
sind seit langem Gegenstand höchsten Interesses der Stoffwechsel- 
physiologie. Sowohl Experiment wie auch Klinik haben die tiefgreifende 
Verknüpfung des Kohlehydrat- und Fetthaushaltes aufgezeigt. So 
wird am diabetischen Individuum mit steigender Belastung bzw. In- 
suffizienz des Zuckerstoffwechsels der Fettstoffwechsel in einschneiden- 
der Weise alteriert. Es sei nur an den Antagonismus zwischen Glykogen 
und Fettgehalt der Leber erinnert. 

Es ist daher von Interesse, die Wirkung von solchen Pharmacis, 
welche bekanntermaßen tiefgreifende Änderungen im Stoffwechsel, 
namentlich in dem der Kohlehydrate, hervorrufen, bezüglich ihres 
Einflusses auf den Fetthaushalt des Körpers zu prüfen. 

Ein solches Pharmakon ist das Adrenalin, und tatsächlich gibt 
es eine Reihe von Arbeiten, die den Fettstoffwechsel unter Adrenalin- 
wirkung behandeln. So kommen Alpern und Collazo (1) zu dem Er- 
gebnis, daß Adrenalin den Äther- und Alkoholextrakt des Blutes etwas 
vermindert. W. Raab (2), der in einer breit angelegten Arbeit die 
hormonal-nervöse Regulation des Fettstoffwechsels behandelt, kommt 
ebenso zu dem Ergebnis, daß unter Adrenalinwirkung eine geringe 
Verminderung des Blutfettes, und zwar des Petrolätherextraktes, 
eintritt. 

Im Laufe von Untersuchungen, welche sich mit dem Fettstoff- 
wechsel beschäftigen, haben wir unter anderem auch die Adrenalin- 
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wirkung auf das Blutfett studiert. Die Ergebnisse, zu denen wir kamen, 
erscheinen uns mitteilenswert. 


Die Versuche wurden an etwa 2 kg schweren Kaninchen durchgeführt. 
Sämtlichen Tieren wurde nach mindestens 20stündigem Hungern Adrenalin 
(Heissler) subkutan in einer Dosis von 0,4 ccm, das sind 0,4 mg, injiziert. 
Die Blutfettbestimmung wurde nach Bangs Mikromethodik ausgeführt. 
Uber die Methodik sei nur weniges bemerkt, da erst vor kurzem G. Blix (3) 
in einer äußerst sorgfältig durchgeführten Arbeit Bangs Mikromethodik 
ausführlich und kritisch beleuchtet hat. Wir haben uns mit Nutzen mancher 
Winke, die in dieser schönen Arbeit niedergelegt sind, bedient. Ferner 
soll betont werden, daß auf die Reinigung des Petroläthers besondere 
Sorgfalt verwendet wurde. — Der Petroläther wurde diesmal nicht nur 
mit Alkali destilliert, wie der eine (4) von uns in einer früheren Mitteilung 
zwecks Erhaltung guter Leerwerte für nötig befunden hat, sondern auch 
der Säuredestillation unterworfen. Ebenso verfuhren wir mit dem Alkohol. 
Die Bangschen Blättchen wurden im Soxhletapparat 10 Stunden mit 
kochendem Alkohol und Äther ausgezogen und in einem Alkohol-Äther- 
gemisch zum Gebrauch aufbewahrt. Die mit Blut beschickten Blättchen 
wurden nach vierstündigem Trocknen an der Luft in Petroläther gegeben, 
worin sie etwa 12 Stunden verblieben. Hernach wurden sie mit Alkohol 
etwa 24 Stunden extrahiert. Während wir die Petrolätherfraktion genau 
kennen, da wir wissen, daß durch den Petroläther Neutralfett und Chol- 
esterin ausgezogen wird, können wir nicht genau angeben, welche Lipoide 
wir durch die Alkoholextraktion erhalten haben. Wir werden daher 
vorsichtshalber nur von eine” „Lipoidfraktion‘‘ sprechen. Als Umrechnungs- 
faktor nahmen wir 2,45 für beide Extraktionen an, wobei wir uns völlig 
bewußt sind, einen etwas willkürlichen Faktor gewählt zu haben, so daß 
die Werte der Alkoholfraktion in unseren Reihenversuchen nicht als 
absolute, sondern nur als relative anzusehen sind. 


Im folgenden seien in Tabellenform die Resultate mitgeteilt: 


I. Petrolátherfraktion in mg pro ccm. 


Nr. | 0' p Inj. | (eil, ' nis | eist | niet 
E 


0.098 0,077 0.078 | 0,073 


| 
1 | | 0,12 
2 | 0.081 0.057 | 0.061 0,058 0,079 
3 0.065 0.040 0.043 0,043 0,04 
4 0.095 0,094 0,106 0,082 (0,089 
5 0,091 0,099 0,051 0,048 0,089 


Aus obiger Tabelle ersehen wir, daß die Petrolätherextrakt- 
komponente nach Adrenalininjektion keiner größeren Schwankung 
unterliegt. Eine leichte Senkung des Blutfettes läßt sich konstatieren, 
die nach einigen Stunden wieder zur Norm zurückkehrt. Nur im Falle 4 
ist eine kleine Steigerung des Blutfettes vorhanden. 


Unsere Resultate sind in Übereinstimmung mit den in der Literatur 
bereits niedergelegten Befunden. 
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II. Alkoholfraktion in mg pro ccm. 


1h p Inj. 


Ganz anders verhalten sich die durch Alkohol extrahierten Lipoide 
unter Adrenalinwirkung. Hier tritt in sämtlichen Versuchen eine 
nicht unbeträchtliche Vermehrung der Lipoide im Blute auf. Dieser 
Befund steht im Gegensatz zu dem eingangs erwähnten Befund von 
Alpern und Collazo, die unter Adrenalin eine geringe Senkung der 
Alkoholfraktion fanden. Diese Diskrepanz der Befunde kann in der 
Methodik liegen, andererseits haben diese Autoren ihre Versuche nicht 
über 2 Stunden ausgedehnt. Welcher Lipoidbestandteil durch Adrenalin 
im Blute eine Vermehrung zeigt und wie dieser Mechanismus zustande 
kommt, sei derzeit nicht näher diskutiert. Weitere Untersuchungen 
sollen eine Klärung dieser Fragen bringen. 


Literatur. 


1) Alpern und Collazo, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 85, 1923. — 
2) W. Raab, ebendaselbst 49, 1926. — 3) G. Blix, Skand. Arch. f. Physiol. 
48, 267, 1926. — 4) A. Lów, diese Zeitschr. 177, 1926. 


Über die Vergárung der a-Ketobuttersáure und Oxalessigsäure. 


VII. Mitteilung: 


Über die Abhängigkeit der alkoholischen Gárung von der 
Woasserstoffionenkonzentration. 


Von 


Erik Hägglund und Anders Ringbom. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In Anlehnung an die frühere Arbeit!) über die Abhängigkeit 
der Brenztraubensäurespaltung von der Wasserstoffionenkonzentration 
teilen wir in dem Folgenden unsere Versuche über die Abhängigkeit 
der Vergärung von a-Ketobuttersäure und Oxalessigsáure von der 
Acidität mit. . 

Wie aus den unten angegebenen Versuchen ersichtlich ist, geht 
die Geschwindigkeit der Vergárung dieser Sáuren schon bei schwach 
alkalischer Reaktion stark zurück. Dies ist bei a-Ketobuttersáure 
ganz besonders ausgeprägt. Das Zerfallsoptimum liegt, wie bei Brenz- 
traubensäure, in beiden Fällen bei pa = 4 bis 6. Auch tritt hier während 
der Gärung, wie zu erwarten war, eine scheinbare Verschiebung der 
maximalen Gärungsgeschwindigkeit nach der sauren Seite zu ein; 
dies beruht auf der Veränderung der Acidität, welche infolge des Zerfalls 
der betreffenden Säure eintritt. Da wir stark gepufferte Lösungen 
verwendeten, trat dies in weniger hohem Grade, als es früher der Fall 
war, ein. 

1. a-Ketobuttersäure. 


Die Säure wurde aus Propionylchlorid und Silbercyanid nach 
Claisen und Moritz?) dargestellt und so lange fraktioniert, bis wir uns 
durch Titration der Säure davon überzeugen konnten, daß sie völlig 
rein war. 


1) E. Hägglund und T. Rosenqvist, diese Zeitschr. 180, 61, 1927. 
2) Ber. 13, 2121, 1880; Journ. Chem. Soc. 87, 692, 1880. 
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Bei den Gärversuchen wurde ausschließlich Hefesaft, durch Ex- 
traktion von Trockenhefe (Sinebrychoff) mit 0,3 mol. Na,HPO,-Lösung 
hergestellt, wie wir es frúher beschrieben haben, verwendet. Der Saft 
erwies sich als sehr gärkräftig. Die Bestimmung der Wasserstoffionen- 
konzentration wurde in einer Probe, in welcher der Hefesaft mit einer 
Phosphatlósung von demselben py ersetzt worden war, ausgeführt. 
Nach 15 Minuten war die Gärung zu Ende. Nun wurde alle Kohlensäure 
mit 10%iger Schwefelsäure ausgetrieben. Die Versuchstemperatur 
betrug genau 20% Die Gärung wurde im übrigen in derselben Weise, 
wie es in den früheren Mitteilungen beschrieben wurde, durchgeführt. 


0,1 mol. a-Ketobuttersäure, 
Ansatz: 10 cem | y] „ Na,HPO, 
10 „ 0,3 ww Phosphatlósung, 
5 ,„  Hefesaft. 


Kohlensäure in ccm 


15 Min. Relative 
Gesamtmenge *) Menge 


32 | 0,4 0,4 0,4 0.4 4 
4,3 | 2,2 6,3 8,8 9,9 100 
5,0 | 4,1 8,6 9.4 9,7 98 
6,6 3,5 5,7 6.2 9.0 91 
7,6 0,9 1,4 1,6 718 | 79 
8,1 a = 12 ` 12 


Die Yn-Aktivitätskurve für 15 Minuten Gárungszeit ist in der 
Abbildung dargestellt. Sehr auffállig ist es, daB die Gárung bei einem 
pu < 4 fast momentan aufhört. Die Kurve zeigt auch einen sehr 
steilen Abfall, wenn pa > 8 wird. 


2. Oxalessigsäure. 


Die Säure wurde aus ihrem Äthylester durch Verseifung mit kon- 
zentrierter Salzsäure nach der Vorschrift von L. F. Simon!) dargestellt; 
sie wurde dann wiederholt aus Aceton mit Benzol gefällt, bis sie völlig 
rein war. 

Die Gärungsverhältnisse waren genau dieselben, wie früher an- 
gegeben. Da die Säure bereits bei Zimmertemperatur Neigung zum 
Zerfall zeigt, wurden auch Blindproben ohne Zusatz von Hefesaft 
ausgeführt. Dabei konnten nach 5 Stunden bis zu 8 ccm Kohlensäure, 
je nach der Acidität, entwickelt werden. In der nachstehenden Tabelle 
sind die Werte, unter Berücksichtigung dieses Zerfalls, korrigiert. 
Nach 5 Stunden wurde die Kohlensäure mit Schwefelsäure ausgetrieben. 


1) C. r. 187, 855, 1903. 


Vergärung der a-Ketobuttersäure und Oxalessigsáure. 


0,1 mol. Oxalessigsäure, 


Ansatz: 10 ccm 0,2 


Na,HPO,, 


Phosphatlósung, 


5,  Hefesaft. 


Wie aus der Abb. 1 hervorgeht, 
ist das Aussehen der pa-Aktivitáts- 
kurve bei der Vergärung von Oxal- 
essigsäure der von a-Ketobutter- 
säuresehrähnlich. In beiden Fällen 
liegt das Optimum bei pa = 4 bis 6, 
wie wir übrigens auch für Brenz- 
traubensäure schon früher festge- 
stellt haben. Bei einem pa >8 ver- 
gáren die beiden Sáuren nicht. In 
saurer Lösung beieinem pa < 3 hórt 
ebenfalls die Spaltung durch Hefe 
auf. Wir schließen daraus, daß die 
Carboxylase nur in einembestimmten 
Du-Gebiet ihre Tätigkeit voll ent- 
wickeln kann, und zwar ist die Lage 
dieses Aktivitätsgebiets im wesent- 
lichen von dem Substrat unabhängig. 
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Studien über Pflanzenkolloide. 


XIX. Mitteilung: 
Zur Kenntnis einiger Stärkedextrine. 


Von 
M. Samec. 


(Nach Versuchen von F. Bujas, O. Pečak und M. Žumer.) 
(Aus dem chemischen Institut der Universität in Laibach.) 
(Eingegangen am 20. Mai 1927.) 


Die Stärke verändert unter dem Einfluß verschiedener Agenzien 
und verschiedener äußerer Bedingungen ihre Jodfarbe, sie wird in 
Wasser und in Alkohol-Wassermischungen leichter löslich, auch 
bekommt sie ein mehr oder weniger ausgeprägtes Reduktionsvermögen. 
Man hat sich angewöhnt, derartige Stärkeabkömmlinge, welche also 
noch nicht als Zucker gekennzeichnet werden können, unter dem 
Sammelnamen ‚Dextrin‘‘ zusammenzufassen. Die beliebtesten Me- 
thoden zu ihrer ‚Reindarstellung‘‘ basieren auf der verschiedenen 
Löslichkeit in wässerigem Alkohol, und nur selten gelang es, Vertreter 
der Dextrine als Kristallindividuen zu isolieren. Die Klassifikation 
der Dextrine wurde in erster Linie auf Grund ihrer Jodfarbe in Amylo-, 
Erythro- und Achroodextrine durchgeführt. 

Mit fortschreitender Erkenntnis des Aufbaues des Stärkekornes 
zeigte sich nun, daß in diesem Substanzen existieren, welche sich 
bereits nach bloßer Überführung in wässerige kolloide Lösung, also 
ohne energischere Vorbehandlung, in ihrer Jodfarbe voneinander unter- 
scheiden, und daß ein Teil derselben mit Phosphorsäure kombiniert 
ist. Da durch die Paarung mit Phosphorsäure auch der Hydrati- 
sierungszustand sehr wesentlich variiert, finden Agenzien und Enzyme, 
welche zur Darstellung von Dextrinen verwendet werden, im Korne 
bzw. ım Kleister unter Umständen schon differenzierte Substrate vor, 
und es dürfte für das Verständnis der Stärkehydrolyse und Stärke- 
peptisation nicht ohne Interesse bleiben, das Schicksal der einzelnen 
Stärkekomponenten bei der Dextrinierung der Stärke kennenzulernen 
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und namentlich die bereits mehrfach aufgeworfene Frage über die 
genetische Beziehung der einzelnen Dextrine zu bestimmten Korn- 
bestandteilen aufzudecken. Eine allgemeine Orientierung in dieser 
Richtung soll die vorliegende Abhandlung bringen, welche vor allem 
folgende Fragen berücksichtigt: 


l. Das Schicksal der Phosphorsäure bei der diastatischen Hydro- 
lyse der Stärke. 


2. Die enzymatische Spaltung der Stärkephosphorsäure. 


3. Nähere Charakteristik einiger Dextrine und der Vergleich der 
aus dem Amylosen- und dem Amylopektinteil erhaltenen kolloiden 
Produkte. 


I. Verhalten des Phosphors beim diastatischen Abbau nativer Stärke und 
synthetischer Amylophosphorsäure. 


Gelegentlich früherer Untersuchungen wurde bereits festgestellt, 
daß Malzdiastase die Phosphorsäure langsamer abspaltet, als die Hydro- 
lyse der Stärkesubstanz selbst verläuft, so daß während des Abbau- 
vorgangs im jeweiligen kolloiden Rest eine Anreicherung von Phosphor 
erfolgt). 

So findet sich im ,Amylodextrinstadium* ein kolloider Rest mit 
0,2649, P,O; vor, im Erythrodextrinstadium steigt der P,O,-Gehalt 
auf 0,338%, und im Achroodextrinstadium auf 0,511%. Diese Tat- 
sache scheint im Hinblick auf einige Beobachtungen von L. Maquenne 
besonders interessant, da dieser Autor die Amylosen als glatt verzucker- 
bar annimmt, dem Amylopektin aber eine gewisse Resistenz gegen 
die Diastasewirkung zuschreibt, so daß die amylolytische Spaltung 
des letzteren bei den sogenannten beständigen Dextrinen halt macht. 
Wenn es auch später gelungen ist, eine restlose Verzuckerung der 
Stärke durchzuführen, zeigen doch bereits diese Phosphorbestimmungen, 
daß L. Maquenne mit seiner Annahme bis zu einem gewissen Grade 
recht hatte. Die Verzuckerung der letzten Dextrinreste geht un- 
verhältnismäßig langsam vor sich, und es kann nach dem jetzigen 
Stande des Wissens die Blockierung des Ferments kaum als die alleinige 
Ursache des Grenzabbaues angenommen werden. 


Bei der großen Bedeutung, welche der Phosphorsäure für die 
Zustandsform der Stärkesubstanzen zukommt, könnte man daran 
denken. daß gerade die Anreicherung der Phosphorsäure im jeweiligen 
kolloiden Reste zu einer Hemmung der Amylolyse Anlaß gibt. Um 
diese Ansicht von der einen Seite her auf ihre Stichhaltigkeit zu prüfen, 
studierten wir das Verhalten phosphorylierter Stärke zu Malz- und zu 


1) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 6, 23, 1914; 10, 289, 1919. 
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Takadiastase und konnten tatsächlich eine außerordentliche Schwächung 
der Amylasewirkung feststellen). 


Um ein möglichst klares Bild der ablaufenden Vorgänge zu geben, 
stellen wir in Tabelle I eine Charakteristik der Diastasewirkung unter 
Benutzung einiger physikochemischer Eigenschaften zusammen, welche 
einen Vergleich der in dieser Untersuchung obwaltenden Verhältnisse 
mit den Beobachtungen anläßlich früherer Arbeiten und den Beob- 
achtungen anderer Autoren ermöglichen soll. Die Hydrolyse wurde 
mit Kahlbaums ‚„Maltin‘‘ und mit Takadiastase von Parke, Davis & Co. 
durchgeführt, als Substrat diente Kahlbaums Kartoffelstárke ‚‚ent- 
fettet“. Die Stärke wurde durch 1;stündiges Erhitzen auf 120% in 
der Konzentration von 1% gelöst und nach dem Abkühlen sofort 
verwendet. Die Fermente wurden 2 Stunden vor dem Zusetzen zur 


Tabelle I. 


Verlauf der Amylolyse von Kartoffelstärke durch Maltin und durch Taka- 
diastase. Temperatur der rn 25°. 


Dauer der Mol 
Einwirkung Jodfarbe tit, À . 10-5 H 
O O BEE JI. 


größe *) 
Diastasiert mit Maltin. Stärke 1%, Diastase 0,025 %, en 50°, 


1, | blau 1,490 | 17600 ! 4,19 ! 42000 
1 | violett-rot 1,045 | 157,0 | 429 | 20120 
2 weinrot 1,033 155,0 | 4,49 18 220 
3 braunrote Nuance 1,022 1530 ! 4,60 128% 
4 braun 1.015 151,9 4.49 8 120 
5 gelb-braun 1,009 149,1 4.60 — 
6 gelb 1,007 149,5 4,66 6 200 
Diastasiert mit Taka. Stärke 1%, Diastase 0,02%. Reaktionstemperatur 40°, 

1 blauviolett 1,964 180,0 5,69 

1 violett 1,098 164,0 | 5,73 | 226 600 
2 braunviolett 1,058 154,3 5.69 | 10980 
3 e 1,052 151.2 6.07 , 9790 
4 gelbviolett 1,030 137,0 6.07 5 550 
5 schmutzig stahlblau 1,020 141,8 5,90 | 4410 
; hellblau 

6 | SE | 1083 | 1407 | 596 | 3420 


°) Aus dem osmotischen Druck; für die höheren Glieder dienten gewöhnliche Kollodiums 
membranen, für die niedrigeren mit Ferrocyankupfer imprägnierte Kollodiumsacke. 


1) Es braucht wohl nicht besonders betont zu werden, daß wir dieser 
Feststellung vorläufig keinen endgültigen Beweiswert zuschreiben, da ja 
möglicherweise bei der Phosphorylierung neben der Veresterung noch andere 
konstitutive Verschiebungen einhergehen können, welche bei der großen 
Spezifität der Fermente das Bild der Amylolyse verändern. Auch ist beim 
Anreichern der Phosphorsäure eine Verschiebung der Pufferungswirkung 
durch die anwesenden Amylophosphate möglich, wodurch sekundär die 
Geschwindigkeit der diastatischen Hydrolyse verändert werden müßte. 
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Stärkelösung in Wasser gelöst. Zwecks Fixierung der einzelnen Abbau- 
zustände wurde die Fermentwirkung durch 10 Minuten langes Erhitzen 
des Reaktionsgemisches auf 98°C aufgehoben (vgl. Tabelle 1). 

Die beschriebenen Resultate schließen sich im allgemeinen eng 
an die seinerzeitigen Beobachtungen von M. Samec an. Einiges Neue 
bringen aber die Versuche mit Takadiastase. Die Jodfarbe klingt 
hier anfangs von Blau über Violett — Braunviolett — gegen Violett 
ab, dann aber tritt eine schmutzig stahlblaue und schließlich eine 
hellgrünblaue Nuance auf. Da die stahlblaue Jodfarbe auf die Ko- 
existenz von Amylo- neben Erythrokörpern hindeutet und der blau- 
grüne Farbenton auf reine Amylokörper hinweist, sehen wir, daß die 
Takadiastase zuerst die Erythrokörper vernichtet, so daß nach sechs- 
stündiger Fermentwirkung nunmehr in geringer Menge Amylokórper 
in Lösung verbleiben. Es ist interessant, daß z. B. bei der Hydro- 
lyse mit Maltin der achromische Punkt bei einer mittleren Molatgröße 
des kolloiden Restes von etwa M = 8000 erreicht ist, während bei 
Takadiastase eine positive Jodreaktion noch bei der Molatgröße von 
M = 3500 beobachtet werden kann. 

Über die Verteilung des Phosphors auf die in den einzelnen Abbau- 
stadien vorhandenen Gel- und Solsubstanzen gibt Tabelle II einen 
Überblick. 

Tabelle II. 


Verteilung von P auf den Sol- und Gelanteil. 


P O.»Gehalt 
beim Ô 


Molatgröße 
iastasieren mit des 


Art des untersuchten Produktes 


untersuchten 
Produktes 


„Maltin“ „Taka“ °’) 


, Solanteil ö 0,023 Spuren 
eu SEE Gelanteil | 0,173 dior] 18560 
: Solanteil |! 0,099 0,125 | 
Erytbrodextrin ` ` ` ` ` | Gelanieil | 0,492 0,408 / SH 
, Solanteil ' 0.198 0.200 y 
Achroodextrin + + + “+ | Gelanteil ¡ 0.639 1021 1 40 


*) Der auf des Enzym entfallende Anteil des P wurde von den gefundenen Werten ab, 
gezogen. 


Bei dieser Versuchsserie wurde je eine 20g trockener Stärke ent- 
sprechende Stárkemenge in 1 Liter Wasser bei 120° gelöst, mit einer der 
Tabelle I entsprechenden Menge Ferment versetzt und nach Einstellung 
der gewünschten Jodreaktion die Hydrolyse durch Erhitzen unterbrochen. 
Das Reaktionsgemisch wurde nun 9 Tage in Pergamentsäcken gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, hierauf bis zur konstanten Leitfähigkeit des 
Solanteils elektrodialysiert. Wie bei Lösungen nativer Stärke, scheidet sich 
auch nach mehr oder weniger fortgeschrittener Hydrolyse aus den Lösungen 
eine Gelphase ab, deren prozentuale Menge allerdings mit zunehmendem 
Abbaugrade stark abnimmt. So sind z. B. bei der Hydrolyse mit Maltin 
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en HINEIN RER: 
f ee | nicht fállbar dialysabel 


bei nativer Stärke . . . 2... 83 ı 17 0 

im Amylodextrinstadium . . . . . 45,88 10,87 43.25 
„ Erythrodextrinstadium . . . . 9,3 16,8 73,9 
„ Achroodextrinstadium | 4,1 17,2 78,7 


Prozent der gelösten Substanz. 


Die erhaltenen Gele sind nun um so P-reicher, je weiter der Abbau 
bereits gediehen ist, und im Achroodextrinstadium bei Takadiastase beträgt 
der P,O,-Gehalt des kolloiden Restes P,O, = 1,02%. Aber auch die 
Solsubstanzen führen Phosphor, und auch bei diesen steigt der P-Gehalt 
mit zunehmendem Hydrolysengrad (Tabelle II). Ersetzt man nun die native 
Kartoffelstärke mit phosphorylierter Stärke, so bleiben jene relativen 
Enzymmengen, welche innerhalb einiger Stunden die native Stärke bis 
zum achromischen Punkt abbauen, so gut wie ganz ohne Wirkung. Bei den 
verschiedenen diesbezüglichen Versuchen wurde die Phosphorylierung ver- 
schieden weit getrieben. In einem extremen Falle arbeiteten wir mit einer 
Amylophosphorsäure vom Posphorgehalt P,O, = 0,8%, im anderen mit 
P,O; = 3%. Tabelle III enthält einige mit Maltin, und Tabelle IV mit 
Takadiastase gemachte Erfahrungen. 


Tabelle III. 
Einwirkung von Maltin auf phosphorylierte Stärke. P,O,-Gehalt der 
Stärke = 0,75 bis 0,78%, Jodfarbe violett, Reaktionstemperatur 50°. 


Dauer der M Koll. 
: In 4 4 |g anj olats Bet 
wén! ` l Jodfarbe el 4.10 Ca 10 gewicht 


Substrat 


9 0/ u AN 
Phosphorylierte Stärke 0,4 %,, Maltin 0,2 %, nn : 
5 Min. viulett | 1,588 ' 4.55 1.43 | 179.59 | 9400 ¡| 65.50 
19 x 1.602 | 4.57 1.42 | 176.7 6480 | 65.70 
1 Std e 1.743 | 471 | 1,70 | 177,6 | 5050 — 
4, i 1.948 | 4.62 | 1,70 | 172,0 | 5700 — 
24 „ $ 1.574 4.66 1.77 | 168,6 e ay 
48 Š ı 1,530 ¡ 4.68 1,14 | 160,9 , —  — 
Substrat 0,67 
ge SE E E 
Phosphorylierte Stärke 0,4 %, Maltin 0,6 %, Ea 1 
1, Std. violett ı 1,212 2,77 | 265 ` — 8990 | 96.72 
lla n rotviolett 1,163 2.82 2.50 90,19 | 6720 . 78.60 
1 „  |sehmutzig violett 1.160 2.87 2.57 89,1 6460 | 80.90 
2 „ braun, Spur viol.| 1,160 2.80 223 ' 84,2 6220 | 87,30 
3 „ "braun, Spur grún| 1,141 2.91 226 ' 78.6 6250 ' 86.40 
Don: hellgrún 1,099 291 ! 231 : 77,3 — | 75,90 
Substrat 0,55 
1; a plo ÑO ] dk — ——— oe 
Phosphorylierte Stärke 0,25 %, Maltin 0,4 Ba: Pa 1 
k schmutzig violett | | GER 
3Min. ges violett) 1095 | 198 | 234 ı | 6230 59,10 
15 , 'schmutzig braun | 1,050 ' 1.96 258 ' 86.50 | 5120 ! 58.90 
23 » gelb, Spur grün | 1,032 ' 1.98 260 . 655 5180 | 43,40 
60 „ | hell grünlich 1,061 ' 198 245 | 62,6 6390 | 40,10 
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Eine 0,4% ige Lösung synthetischer Amylophosphorsäure bleibt in 
Gegenwart von 0,2%, Maltin sowohl hinsichtlich ihrer Jodfarbe als auch 
der inneren Reibung völlig unverändert. Steigert man die verfügbare 
Maltinmenge, so erfolgt bei 0,6 %, Maltin ein Abbau, welcher nach 3 Stunden 
die Jodfarbe der Lösung auf schwach braun, spurenweise grün bringt. 
Die mittlere Molatgröße des kolloidalen Anteils nimmt hierbei etwas ab, 
der dialysable Anteil steigt an, erreicht aber selbst nach fünfstündiger 
Enzymwirkung kaum 25%. Wesentlich rascher wirkt das Maltin, wenn die 
Lösung des phosphorylierten Produkts verdünnter (0,25%) wird und die 
reaktive Menge des Ferments gesteigert wird (Tabelle III). 


Ähnlich wie bei Maltin muß auch bei Takadiastase die Fermentmenge 
außerordentlich erhöht werden, wenn ein Abbau der phosphorylierten 
Stärke erzwungen werden soll (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Einwirkung von Takadiastase auf phosphorylierte Stärke. P,O,-Gehalt 
der Stärke 0,8%, Jodfarbe braunviolett. Stärke 0,5%, Diastase 0,05%, 
Reaktionstemperatur 50°. 


en dee Jodfarbe | th | gewicht | Koll. Rest 
5 Min. | rot, Spur violett 5,110 | 1835 | 8,14 4160 | 95,10 
15 „ die violette | 39204 | 164.0 ; 8,44 4480 96,70 
30 „ N etemel] 1534 | 163,0 9.71 3300 93,50 
1 Std. U yd be 1,837 | 164,3 9,48 4170 92,53 
SE et A EE 1.1110 934 ; 3820 90,70 
3 „ t a 2.583 | 1800 | 8.62 4030 | 88,40 
6, | braun 2,666 | 174,5 8,54 3860 85,80 


Die Jodfarbe geht hierbei nach Braun über, die innere Reibung 
nimmt ab, ebenso die optische Drehung und die Menge des kolloiden 
Restes, in der Molatgröße des kolloiden Restes aber läßt sich keine 
wesentliche Größenänderung wahrnehmen. Sehr merkwürdig ist das 
Anwachsen der Viskosität gegen Ende der Diastasewirkung. Dieses 
Phänomen, welches wiederholt reproduziert werden konnte, dürfte 
mit Zustandsänderungen des kolloiden Restes zusammenhängen, welche 
noch einer besonderen Aufklärung bedürfen. 


In der Tabelle III führen wir auch die elektrometrisch festgestellte 
H-Ionenkonzentration an, welche ja in großem Maßstabe die Wirkungs- 
weise der Amylasen beeinflußt, und welche bei den synthetischen 
Amylophosphorsäuren viel höhere Werte erreicht als bei nativer Stärke. 
Wie ersichtlich, bewegt sich die H-Ionenaktivität in der Größen- 
ordnung von 1 bis 2.10%, ist also etwas höher, als für das Optimum 
der Malzamylasewirkung festgestellt wurde!), doch dürfen wir darin 


1) Die einzelnen Angaben verschiedener Autoren vgl. bei P. Karrer, 
Polymere Kohlehydrate, S. 53. Leipzig 1925. 
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wohl nicht den einzigen Grund der Wirkungshemmung sehen, da 
z. B. nach Adler!) eine völlige Inaktivität der Malzamylase erst bei 
einem pu von 2,1 eintritt. 


Wesentlich wirksamer ist die Speichelamylase?). In einer Mischung 
von gleichen Raumteilen einer 1%igen Lösung von phosphorylierter 
Stärke (P,O, = 0,85%) und filtriertem Speichel geht die Jodfarbe 
fast momentan verloren, und die Viskosität sınkt von 8,0 auf 1,020. 


Bei der Einwirkung von filtriertem Speichel auf das vierfache 
Volumen der Lösung bleibt die Jodfarbe sowie die innere Reibung 
durch 48 Stunden unverändert, im Verhältnis 30 ccm Speichel + 70 ccm 
1 %ige Lösung von phosphorylierter Stärke verläuft aber die Hydrolyse 
mit einer praktisch brauchbaren Geschwindigkeit. Der Speichel behält 
seine Wirksamkeit auch bei Verwendung von höher phosphorylierten 
Stärkeproben bei, in welchen die Malz- und die Takadiastase kaum 
mehr mit unseren Methoden meßbare Veränderungen hervorbringen. 
Auch bei der Speichelwirkung sammeln sich im jeweiligen kolloiden 
Rest die P-reicheren Produkte an, welche elektrodialytisch teilweise 
fällbar, teilweise unfällbar sind. Bei einem Anfangsgehalt von 2,94 %, 
P,O; fanden wir: 


| Im Gel Im Sol 
| P2Os | _°lo P205 ` 


Im Abbauprodukt mit blauvioletter Jodfarbe . . . 
n a „ roter Jodfarbe `... | 


Nach dem Verschwinden der Jodfarbe . . . .. . | 


Ein gewisser Zusammenhang zwischen Phosphorgehalt und Resistenz 
gegen diastatische Fermente ist hierdurch erwiesen. 


II. Enzymatische Abspaltung des Phosphors. 


Umgekehrt gelingt es, durch phosphatatische Enzyme die Phosphor- 
säureabspaltung aus der Stärke in den Vordergrund zu bringen. Die 
Versuche wurden im allgemeinen ähnlich wie bei C. Neuberg und 
Karczag3) an Glycerinphosphorsäure und bei 4. Nemec*) an Saccharo- 
phosphorsáure durchgeführt. Letzterer konnte eine recht weite Ver- 
breitung von phosphatatischen Fermenten nachweisen. 


1) Diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 

2) Es wurde stets der Morgenspeichel ein und derselben Person bei 
gleichbleibender Abendkost verwendet. 

3) Diese Zeitschr. 36, 64, 1911. 

4) Ebendaselbst 93, 94, 1919; 119, 73, 1921. 
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Wir ließen Extrakte von Glycina hispida-Samen, von Hefe, Muskel 
und Femur?!) auf 2% ige, durch 1,stündiges Erhitzen auf 120° 
bereitete Lösung von Kartoffelstárke unter Toluol bei 37% einwirken, 
verfolgten den Verlauf der elektrischen Leitfähigkeit und entfernten 
nach beendeter Enzymwirkung durch Dialyse die dialysablen Sub- 
stanzen. Nach dem Einengen wurde in den vereinigten Dialysier- 
wässern mit Magnesiamixtur das Phosphation gefällt, während nach 
übereinstimmenden Beobachtungen verschicdener Autoren die Organo- 
phosphorsäuren durch dieses Reagens ungefällt bleiben. Das aus- 
geschiedene Phosphat wurde in HNO, gelöst und nach Woy zweimal 
gefällt. Die Flüssigkeit, aus welcher die anorganische Phosphorsäure 
entfernt wurde, wurde nun nach Sodazusatz bis zur Trockne verdampft, 
verascht, zwecks Abscheidung von Kieselsäure mit Salzsäure behandelt 
und dann in üblicher Weise ihr Phosphorgehalt ermittelt. Ähnlich 
wurde der Dialysierrückstand, welcher den an die kolloiden Substanz- 
anteile gebundenen Phosphor enthält, zur Trockne verdampft, unter 
Sodazusatz verascht und auf den Phosphorgehalt geprüft. Es ergaben 
sich so drei Formen von Phosphorsäure: 1. im kolloiden Rest organisch 
gebunden, 2. in der dialysablen organischen Substanz gebunden und 
3. freies (anorganisches) Phosphat. Da bei allen Versuchen die ent- 
sprechenden Bestimmungen in den Organextrakten ohne Gegenwart 
von Stärke und in entsprechend konzentrierten Stärkelösungen ohne 
Fermentzusatz durchgeführt wurden, besteht die Möglichkeit, durch 
Gegenüberstellung der zueinander gehörigen Analysenwerte die Frage 
zu beantworten, ob und in welchem Ausmaß Phosphorsäure in an- 
organische Form übergegangen ist. Da eine solche Spaltung auch 
in Stärkelösungen ohne Fermentzusatz erfolgt?), gibt erst der Vergleich 
der in Gegenwart der Extrakte beobachteten Werte für anorganische 
Phosphorsäure mit den entsprechenden, in einer gleich behandelten 
Stärkelösung gefundenen P,O,-Werten ein richtiges Bild der eventuell 
vorhandenen Phosphatasewirkung. 


1) Bereitung der Extrakte: 1. Die Muskulatur der Hinterbeine eines 
Meerschweinchens wurde zerkleinert, mit 50 ccm destillierten H,O unter 
Toluol 9 Tage bei 37° gehalten und dann filtriert. 2. 48 g von Fleisch und 
Blut gereinigtem, gut zerkleinertem Kalbsfemur, wurden mit 100 eem H,O 
unter Toluol 5 Tage bei 37° gehalten und dann filtriert. 3. 28g frischer 
Hefe wurden unter Zusatz von Quarzsand und 100 ccm Wasser gründlichst 
zerrieben, vom Sand abgehoben, mit 50 ccm H,O der Sand nachgewaschen 
und die Hefesuspension 1 Tag unter Toluol bei 37% stehengelassen. 4. 28g 
frischer Hefe wurden 12 Stunden bei 90° getrocknet, unter Zusatz von 
Quarzsand zerrieben, mit 150ccm H,O aufgenommen, vom Sand ab- 
gegossen und 1 Tag unter Toluol bei 37° stehengelassen. 5. 8g fein ge- 
mahlener Sojabohne (Glycina hispida) wurden in 195 cem H,O suspendiert 
und 1 Tag unter Toluol im Thermostaten bei 37° gehalten. 

2) Vgl. M. Samec, Kolloidchem. Beih. 4, 132, 1912. 
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Es erweist sich nun tatsächlich die Hefe nativer Stärke gegenüber 
als außerordentlich wirksam, Femur und Glycina hispida bewirken 
eine kleine Steigerung der freien Phosphorsäure, während Muskelextrakt 
den Phosphor zwar völlig in dialysable Form überführt, jedoch einen 
beträchtlichen Teil in organischer Bindung läßt. Mit synthetischer 
Amylophosphorsäure konnte besonders unter dem Einfluß von Glycina 
hispida eine starke P-Abspaltung beobachtet werden (Tabelle V). 


Tabelle V1). 


Verschiebung des Phosphorgehalts unter dem Einfluß von Phosphatasen. 
Die Zahlen beziehen sich auf 10g Stärke. 


P3 Os-Gehalt in 


der 


dem : freies ANA 
Jodfarbe | kolloiden en dialysables rn 
est Substanz P205 zur Stárke 


| | 
| i| mg 


Native Stärke; P¿05 = 0,175 Os 


Glycina hispida. . . blau 3,5 6,0 | 7,5 1:1 
Gemahlene Hefe . . || blauviolett | 3,1 0,0 14,1 1:1 
Getrocknete Hefe. . violett | 1,0 0,0 16,9 1:1 
Muskel ...... blauviolett ` 0,0 13,4 4,0 1/4 des 
| | Extraktes 
l auf 1g Stärke 
Femur. 2.22... | braun 0,0 10,0 24 | 24:1 
Stärke ohne Enzym- |! 
A . e e | ı 11,7 Spuren 6,0 | 8 
Synthetische Amylophosphorsäure, P05 = 1,01 %. 
Glycina hispida. . . | | 37 6 | 60 4:1 
Femur ...... | 78 6 16 8:1 
Amylophosphorsäure | | 
ohne Enzymzusatz | | 93 3 5 8 


Die Jodfarbe bleibt bei der Hefe- und Glycinawirkung ziemlich 
erhalten, Muskel- und Femurextrakt aber bauen auch den organischen 
Anteil der untersuchten Produkte stark ab, so daß bei Femurmischungen 
die Jodfarbe nahezu verschwunden ist. In gutem Einklang damit 
zeigt auch die innere Reibung der untersuchten Gemische einen größeren 
zeitlichen Abfall, als einem normalen Alterungsvorgang entsprechen 
würde. 


Eine gewisse Phosphorabspaltung erfolgt übrigens, wie nach- 
stehende Überlegung lehrt, auch unter dem Einfluß von Maltin. Durch 
Vergleich der Zahlenwerte der Tabelle II und der Angaben auf $. 121 
läßt sich die in den einzelnen Abbaustadien im kolloiden Rest (Sol- 
+ Gelanteil) noch organisch gebundene P,O,-Menge rechnen. Auf 


1) Vgl. M. Samec, C. r. 181, 532, 1925. 
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100 g Stärke bezogen, welche 0,171g P,O, enthalten, ergeben sich 
als organisch gebunden: 
im Amylodextrinstadium . . 0,104 g P,O, und frei 0,067 g P,O, 
im Erythrodextrinstadium . 0,063 g PO; „ ww 0,108 g P,O, 
im Achroodextrinstadium . . 0,060 g PO; „ „ 0O,lllg P,O, 


Eine solche Dephosphatisierung durch Diastase wird von einzelnen 
Autoren, wie z. B. von A. R. Ling und D. R. Nanjs, im Abbauschema 
der Stärkesubstanzen bereits berücksichtigt!). 


III. Charakteristik der Dextrine, dargestellt nach C. J. Lintner und G. Düll?). 


Wie aus dieser allgemeinen Orientierung folgt, können Dextrine, 
welche bei der Bereitung aus Stärke mit Diastase erhalten werden, 
trotz einer nach der Jodfarbe als gleich zu schätzenden Abbaustufe 
recht verschieden sein. Die Derivate des Amyloamylosenanteils müssen 
alle frei von Phosphor sein, ihre Erythrostufe bedeutet etwas anderes 
als die Erythrostufe beim Amylopektinanteil, in welchem ja a priori 
schon jodrötende Komponenten nachgewiesen werden konnten. 


.Um in dieser Beziehung ein klareres Bild zu bekommen, stellten 
wir sowohl aus nicht zerlegter Stärke als auch aus dem Sol- und Gel- 
anteil einer durch L;,stündiges Erhitzen auf 120° erhaltenen Lösung 
von Kartoffelstärke das Amylo-, Erythro- und Achroodextrin dar 
und untersuchten die Produkte auf die bei unseren Arbeiten sonst 
übliche Weise. 


Bei der Darstellung der Dextrine schlossen wir uns gänzlich der 
Methode von C.J. Lintner und @. Dill an, auch das relative Verhältnis 
von Stärke zu Malz war das gleiche?). Wegen der nicht übermäßig 
großen Stärkemengen, mit welchen wir arbeiteten, war es zweckmäßig, 
Malzauszüge zu verwenden, wir erhielten sie durch 12stündige Digestion 
von Malz mit Wasser von Zimmertemperatur oder durch !%stündige 
Extraktion von Malz bei 40% Wenn die gewünschte Jodfarbe erreicht 
war, wurde das Reaktionsgemisch in einem auf 120° erwärmten Ölbade 
rasch auf 100° gebracht und dann genau nach Lintner-Düll weiter 
verarbeitet. 


Die Trennungs- und Reinigungsarbeit schritt bei unseren Versuchen 
im allgemeinen so fort, wie Lintner und Düll sie angeben, Besonderheiten 
fanden sich nur bei den Derivaten der Solsubstanz vor, welche sich 


1) Journ. Chem. Soc. 127, 651, 1925. 

2) B. 26, 2533, 1893. 

3) Eine Ausnahme wurde nur beim Abbau des Sols gemacht. Dieses 
wurde wegen der minimalen Lösungsstabilität in der bei der Elektrodialyse 
resultierenden Konzentration von 0,3 bis 0,4%, hydrolysiert. 
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(namentlich das Erythrodextrin) durch eine besondere Koagulations- 
tendenz auszeichnen. Das Erythrodextrin dieser Reihe ist derartig 
lösungsinstabil, daß die gewöhnliche Fraktionierung mit Alkohol 
unmöglich war. Wir lösten daher die das Erythrodextrin enthaltende 
Fraktion immer wieder in wenig warmem Wasser auf, ließen abkühlen, 
wobei sich das Erythrodextrin abschied, und wiederholten diese Opera- 
tion so lange, bis das Drehungsvermögen der Substanz auf den von 
Lintner und Düll angegebenen Wert von a, = 196% gestiegen war. 

Diese Hydrophobie des Solerythrodextrins erscheint uns sehr 
bemerkenswert. Es wurde ja seinerzeit aus dem Kartoffelamylopektin 
ein Erythrokörper mit relativ hoher Molatgröße isoliert, welcher außer- 
ordentlich lösungsstabil war, hier aber begegnen wir einem Erythro- 
körper, welcher kaum ein Zehntel jener Molatgröße zeigt, wie sie seiner- 
zeit an den Erythroamylosen (aus dem Amylopektin) festgestellt worden 
war, und doch sind nur Lösungen von höchstens 0,2 bis 0,3% so weit 
lösungsbeständig, daß sie zur physikochemischen Untersuchung heran- 
gezogen werden konnten. Aus diesem Grunde zeigt auch der osmotische 
Druck dieser Lösungen größere Schwankungen, und nur bei genügender 
Verdünnung kommt man zu einigermaßen stimmenden Werten. 

Tabelle VI zeigt unsere sonstigen Resultate. Die Methodik war 
unserer sonst üblichen und bereits beschriebenen Arbeitsweise gleich. 
Die Jodfarbe wurde bei wenig Jod und bei Jodüberschuß festgestellt; 
die erste Farbenangabe in der Tabelle bezieht sich auf die bei Jod- 
mangel auftretende Färbung. 

Soweit es sich um das Drehungsvermögen und das Reduktions- 
vermögen handelt, decken sich unsere Beobachtungen quantitativ 
mit denen von Lintner und Düll. Das Amylo- und das Erythrodextrin 
zeigen eine fast identische optische Drehung ap = 196, ersteres reduziert 
nicht, letzteres nur in ganz geringem Ausmaß. Größere Abweichungen 
fanden sich aber in der mittleren Molatgröße (dem Molekulargewicht 
von Lintner und Düll) namentlich beim Amylodextrin. Dies kann 
uns weiter nicht wundernehmen, da ja der Moment, in dem die Amylolyse 
zur Darstellung des Amvlodextrins unterbrochen werden soll, wenig 
präzise festgelegt ist: die Lösung soll noch keine rote Jodfarbe zeigen. 
Bei der großen Geschwindigkeit, mit welcher gerade in dieser Abbau- 
phase die Amylolyse abläuft, können Bruchteile einer Minute bereits 
feststellbare Differenzen in der Molatgröße bedingen, welche ja auch 
gerade anfangs sehr rasch absinkt!). 


So fanden C. I. Lintner und Œ. Düll für ihr Amylodextrin M = 17000 
bis 17900, W. Beltz?) M = 20500 bis 22200 und wir 36800. Das Erythro- 


1) Vgl. M. Samec, Kolloidchem. Beih. 10, 295, 1919. 
2) Zeitschr. f. phys. Chem. 83, 683, 1913. 
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dextrin zeigt nach Lintner und Düll die Molatgröße M = 5000 bis 6000, 
nach W. Biltz 3000 bis 6800 und bei uns 10670. Bei den Achroo- 
dextrinen verschwinden diese Differenzen fast völlig. 

Bedenkt man, wie verschieden die Ausgangsmaterialien, die Enzym- 
träger und die angewendete Methodik der drei Autoren ist, so müssen 
wir trotz einer gewissen numerischen Verschiedenheit doch auf die 
gute Übereinstimmung hinweisen, die in bezug auf das allgemeine 
Abbauschema der Stärke durch Diastase aus diesen Messungen folgt: 
eine anfängliche weitgehende Peptisation der Stärkesubstanz ohne 
nennenswerte Änderung der molekularen Asymmetrie und nur gering- 
fügiger Reduktionswirkung der gebildeten Produkte. 

Das Amylodextrin unserer Versuche läßt sich elektrodialytisch 
noch in die beiden bei Lösungen nativer Stärke beobachteten Phasen 
trennen. Die Substanzen der Solphase sind viel weiter desaggregiert 
als die Bestandteile der Gelphase, die ersteren zeigen die typische 
blaue, bei Jodüberschuß in Grün übergehende Jodfarbe, die Gel- 
substanzen aber teilen mit dem Amylopektin die Fähigkeit, bei Jod- 
überschuß eine rote Farbe anzunehmen. Sie sind phosphorhaltig. 

An Erythrodextrin- und bei Achroodextrinlösungen bleibt die 
elektrodialytische Phasentrennung aus. 

Geht man nun anstatt vom Stärkekleister bzw. von einer Stärke- 
lösung von der Sol- und der Gelphase einer Stärkelösung aus, so fällt 
es auf, daß der Abbaugrad bei Soldextrinen viel fortgeschrittener 
ist als bei den Stärke- und den Geldextrinen. Um demnach das Auftreten 
einer roten Jodfarbe zu erreichen, muß man die Solsubstanz viel weiter 
hydrolysieren als nicht zerlegte Stärke oder das Amylopektin; dafür 
aber weicht die rote Jodfarbe dieser Fraktion bei einer höheren mittleren 
Molatgröße als beim Amylopektin. Mit anderen Worten: Es ist die 
Erythrostufe der Solsubstanz auf ein wesentlich engeres Molatgrößen- 
gebiet verteilt als beim Amylopektin, und daher ist es verständlich, 
daß die Molatgröße der Achroodextrine aus dem Sol am höchsten, 
der Achroodextrine aus dem Amvlopektin am niedrigsten ist. Diese 
Feststellung ist leicht verständlich, wenn man bedenkt, daß ja das 
Amylopektin a priori eine gewisse Menge eines Erythrokörpers enthält, 
welcher sehr bald seine Geltung in bezug auf die Jodfarbe entfalten 
und schwerer auszuschalten sein wird, als dies bei dem erythrokörper- 
freien Sol der Fall ist. In diesem Zusammenhang ist auch die Beob- 
achtung von W. Biltz verständlich, daß man die Jodfarbe der Dextrine 
nicht recht mit ihrer Molekulargröße (Molatgröße) in Beziehung bringen 
kann. 

In Übereinstimmung mit den in früheren Abschnitten beschriebenen 
Beobachtungen erweisen sich auch bei dieser Serie die Dextrine, welche 
aus nicht zerlegter Stärkelösung und aus ihrem Amylopektinanteil 
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Tabelle VI. Dextrine nach Lintner-Dúl, fa 


leicht weiß in heißem Wasser blau, mit Jod- EE 
Nicht zerlegte Stärke vn De schwer, bei 1380 überschuß 196,8 a 
völlig violettblau 


leicht löslich in 
weiß Wasser, retro- 
gradiert leicht 


blau- 
violettblau 


Sol aus !/} Std. auf 
120° erhitzter Stärke 


Gel aus ?/¿ Std. auf 


196.5 be 
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weiß, leicht Wasser, nicht lòs- ebenso 
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— || — os Te ee ee zu uuee? 


gut löslich, retro- 
gradiert außer- rosa 
ordentlich rasch, in | y 


; braunrot 
0,2% iger Lösung 
| 


Sol aus Ta Std. auf 


120° erhitzter Stärke 196,5 ¡unmebbar 


weiß 


einigermaßen stabil 


Gel aus !/g Std. auf 


in warmem H,O | 
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196,9 | 1.149 


120% erhitzter Stärke bar kristal- Wasser, löslich in braunrot | 
-linisch 50%, igem Alkohol | 
Achroo 
| | leicht löslich in | | | 
SS kaltem Wasser, deut-' | 
y gelblich, _ Ä | > 
Nicht zerlegte Stärke ' leicht i lich in 70%igem l keine 199,6 ! 1.122 
Alkohol | | | 
leicht löslich in | 
Sol aus !/, Std. auf gelblich, |kaltem Wasser, lös- | 
1200 erhitzter een süßlich| lich in 70% igem keine | 1893 | un 
| | Alkohol | 
WEE | nn 
gelblich | | 
Gel aus Tix Std. auf | d S d ! ke; 199.7 1.089 
120% erhitzter Stárke Ä schaumartig, ss | Gen | i = 
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erhalten mit Malzextrakt aus Kartoffelstárke. 
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erhalten werden, als phosphorhaltig, die aus der Solphase erhaltenen 
Produkte und die aus Amylodextrinlósungen abscheidbaren Sol- 
substanzen sind aber phosphorfrei. Ob auch die Erythro- und die 
Achroodextrine in eine P-haltige und eine P-freie Komponente zerlegt 
werden könnten, geht aus den vorliegenden Versuchen nicht hervor, 
da die Elektrodialvse bei diesen Produkten als Trennungsmethode 
versagt. Da jedoch die einem Grammatom P entsprechende Menge 
organischer Substanz durchweg viel größer ist, als das Molatgewicht 
anzeigt, müssen wir sehr wohl an die Existenz eines P-freien Anteils 
denken. 


IV. Gummöses Dextrin erhalten mit dem Bacterium macerans. 


In diesem Zusammenhang interessiert nun auch das gummöse 
Produkt, welches neben den kristallisierten Polyamylosen durch Ver- 
gärung der Stärke mit dem Bacterium macerans gebildet wird. Die 
hierbei entstehenden Polyamylosen sind bekanntlich phosphorfrei, und 
es ist nicht unwichtig, den P-Wandel auch bei dieser Stärkespaltung 
etwas näher kennenzulernen. Zur Isolierung dieser Dextrine wird das 
Gärungsprodukt zunächst mit Äther und dann mit Chloroform gefällt 
und die vereinigten Niederschläge in heißem Wasser aufgenommen; 
aus dieser Lösung scheidet sich beim Erkalten neben dem Schlamm 
das ß-Dextrin ab. Die Mutterlauge der Äther-Chloroformfällung wird 
mit wenig Alkohol versetzt, wobei sich eventuell vorhandene gummöse 
Dextrine abscheiden; sie können durch Filtration entfernt werden!). 


Die kristallisierten Dextrine wurden bekanntlich besonders von 
H. Pringsheim in vieler Hinsicht untersucht und eröffneten eine 
wichtige Epoche in der Stärkechemie, das gummöse Produkt ist 
bisher aber unbeachtet geblieben. Es scheint uns nun eine Orientierung 
über dieses Spaltungsprodukt der Stärke auch von Wichtigkeit, dies 
namentlich deswegen, weil sein schleimiger Charakter auf eine gewisse 
Beziehung zum Amylopektin hindeutet. 


Wir ließen nun Kartoffelstärke sowie den aus einer Kartoffel- 
stärkelösung erhältlichen Amylosen- und Amylopektinanteil durch 
das Bacterium macerans vergären und suchten aus dem Gärungs- 
gemisch in erster Linie die gummösen Substanzen abzuscheiden. In 
der Arbeitstechnik schlossen wir uns völlig an die Arbeitsweise von 
H. Pringsheim an. Die Vergárung erfolgte ziemlich träge, und es 
konnten nur durch genügend reichliche Beschickung mit dem Impf- 
material und nicht zu hohe Konzentrationen der zu vergärenden 


1) F. Schardinger, Zentralbl. f. Bakt. u. Par.-Kunde 14, 772, 1905; 
22, 98, 1909: 29, 188, 1911; H. Pringsheim und A. Langhans, Berl. Ber. 45, 
2533, 1912. 
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Flüssigkeit brauchbare Resultate erhalten werden. Die Bakterien- 
tätigkeit war wie normal von einer Gasentwicklung begleitet, auch 
schied sich in kleiner Menge aus der Gärflüssigkeit ein Schlamm aus. 


Die typischen Abscheidungen der a- und ß-Dextrine konnten 
sowohl bei der Vergärung von Stärke als auch bei der Vergärung des 
Amylosen- bzw. Amylopektinanteils beobachtet werden. Die Ab- 
trennung des gummösen Produktes erfolgte bei den verschiedenen 
Parallelversuchen nicht gleich leicht, und die gebildete Menge war 
recht verschieden; eines aber konnte festgestellt werden: daß es in 
keinem Falle gelungen ist, dieses Dextrin aus dem Amylosenanteil 
der Stärkelösung zu erhalten?) Einige Daten über diese Dextrine 
enthält Tabelle VII. 

Tabelle VII. 


Gummöse Dextrine aus Stärke und aus dem Amylopektinanteil. 


e Von 1g 
Substanz 
aufge- 
nommene 


Jodmenge 


Aus Stärke. 


Aussehen der 
Lösung | Jodfarbe | t/t; 


| 


Aciditát | K-10 | M |P205 


lo 


— I [m 


In 4% iger Lösung 
etwas trüb, in der 
Wärme klar. . . 


ziegelrot | 1,29 | 0,0644 |4,6 .1075| 6,72 k 600 ka 


Aus dem Amylopektin. 


| | | | | 


In 49, ¡ger Leg. etwas 


trüb mit rotgelber 
Opaleszenz, wirdin violett, | | 
der Wärme klar. | ziegelrot |1,19| 0,0589 |1,65.10-°, 5,56 | 36 000 |0,024 


Nach ihrem osmotischen Verhalten sind beide untersuchten Dextrine 
sehr weit von den kristallinischen Polyamylosen entfernt. Sie machen 
den Eindruck wenig abgebauter Amylopektinreste, deren Dispersitäts- 
grad sich der mittleren Molatgröße mancher Amylodextrine nähert 
(vgl. Tabelle II). Elektrodialytisch lassen sie sich teilweise noch aus 
der Lösung niederschlagen. Sie enthalten Phosphor, doch viel weniger, 
als bei besonderer Schonung der P-Bindung zu erwarten wäre, so daß 
zweifelsohne das Bacterium macerans auch die Phosphorabgabe aus 
dem Stärkemolat beschleunigt. Unsere beiden gummösen Dextrine 


1) Reinigung des gummósen Dextrins. Wiederholte Umfällung mit 
Alkohol und Lösen in Wasser, schließlich durch Elektrodialyse, bei welcher 
sich ein Sol- und ein Gelanteil abtrennen. Sie wurden schließlich wieder 
vereinigt und gemeinsam untersucht. Nach Alkoholzusatz sammeln sich 
die gummösen Dextrine auf dem Glasstabe, mit welchem man die Mischung 
umrührt, und können so sehr leicht von der sie umgebenden Flüssigkeit 
abgetrennt werden. 
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reagieren sauer (l bis 4,6 . 1075 aktive H-Ionen im Liter einer 1 % igen 
Lösung), und es soll nicht unerwähnt bleiben, daß analog wie beim 
Ausgangsmaterial, auch hier die Acidität durch P,O,-Gehalt völlig 
gedeckt ist. 

Aus dem Phosphorgehalt folgt die genetische Beziehung zum 
Amylopektin, welches sich also auch dem Bacterium macerans gegen- 
über als etwas resistenter erweist als die Amylosen. 


Zusam menfassung. 


Ziel der Arbeit war, die Bewegung des Phosphorgehalts bei der 
Dextrinbildung zu verfolgen und einige typische Dextrine kolloid- 
chemisch so weit zu charakterisieren, daß eine Einordnung in das bisher 
studierte System der nativen und der löslichen Stärkeformen möglich 
werden sollte. Hierbei ergab sich: 

1. Bei der Amylolyse durch Maltin sowie durch Takadiastase 
reichert sich im jeweiligen kolloiden Rest (Dextrin) der Phosphor an. 

2. Diese Phosphoranreicherung scheint unter anderen Faktoren 
für die Hemmung der diastatischen Hydrolyse mit verantwortlich 
zu sein. 

3. Phosphorylierte Stärke wird von diastatischen Enzymen viel 
schwerer angegriffen als native Stärke; bei ihrer Hydrolyse bilden sich 
ebenfalls P-reichere Spaltungsstücke. 

4. Durch Extrakte von Hefe, Muskel, Femur und Samen von 
Glycina hispida wird aus nativer Stärke sowie auch aus synthetischer 
Amylophosphorsäure P abgespalten. 

5. Die nach der Methode von Lintner und Düll dargestellten und 
gereinigten Produkte sind ebenfalls P-haltig. Zu P-freien Produkten 
kommt man durch Amylolyse der Solkomponente der Stärkelösung. 

6. Es wurde eine physikochemische Charakteristik dieser Dextrine 
gegeben. 

7. Das Erythrodextrin aus Kartoffelamylosen nimmt einen be- 
sonderen noch aufzuklärenden Platz in der Dextrinreihe ein. 

8. Das ‚‚gummöse Denn", erhalten mit dem Bacterium macerans, 
ist ein relativ noch hochatomiges P-haltiges Abbauprodukt des Amylo- 
pektins. 


Über den Milchsäuregehalt des Liquor cerebrospinalis. 
Physiologische Untersuchungen. 


Von 
Annelise Wittgenstein und Alma Gaedertz. 


“Aus der III. medizinischen Klinik und der Universitätsaugenklinik Berlin.) 
(Eingegangen am 24. Mai 1927.) 


Wir hatten uns die Aufgabe gestellt, die Beziehungen zwischen 
der Blutmilchsäure und dem Milchsáuregehalt des Kammerwassers 
sowie des Liquor cerebrospinalis klarzulegen. Über den Milchsäure- 
gehalt des Kammerwassers haben wir bereits berichtet!). Unsere 
Untersuchungen über den Milchsäuregehalt des Liquor cerebrospinalis 
legen wir in dieser Arbeit vor. 

Es ist bekannt, daß der Milchsäuregehalt des Blutes auch unter 
physiologischen Verhältnissen in sehr erheblichen Grenzen schwankt. 
Jede Muskelkontraktion bedingt eine Umwandlung von Glykogen in 
Milchsäure, so daß diese nach kräftiger Muskelarbeit in wenigen Minuten 
um ein Mehrfaches des Ruhewertes zunehmen kann. Nun ist aber 
ein gleichbleibender Gehalt des Blutes an Milchsäure für eine gewisse 
Zeitdauer notwendig, um die Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen 
dem Milchsäurespiegel des Plasmas und des Liquor zu ermöglichen. 
Nur im Gleichgewichtszustand können uns die gefundenen Werte 
ein Kriterium abgeben für die Austauschvorgänge zwischen Blut 
und Liquor, eine Frage, die für uns zunächst im Vordergrund des 
Interesses stand. Nach längerer Muskelruhe erst stellt sich der Milch- 
säuregehalt des Blutes auf einen bestimmten Wert ein, der sich dann 
nicht mehr verändert, den konstanten Ruhewert. Wir haben daher 
die Blut- und Liquorentnahmen erst vorgenommen, nachdem die 
Patienten (bzw. Hunde) etwa 20 Minuten völlig ruhig gelegen hatten. 


1) Wittgenstein und Gaedertz, diese Zeitschr. 176, 1, 1926. 
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Methodik. 


Zur Bestimmung der Milchsäure bedienten wir uns wieder der Unter- 
suchungsmethode nach Mendel-Goldscheider!). Die Bestimmungen wurden 
sofort nach der Entnahme ausgeführt, beim Blut unter Zusatz von Natrium- 
fluorid. Nähere Angaben siehe in der oben erwähnten Arbeit. 


Für die Beurteilung des Transportes der Milchsäure vom Blut in den 
Liquor kommt in erster Linie das Verhältnis der Milchsäure zwischen 
Plasma und Liquor in Betracht. Da die Angaben über den Milchsäure- 
gehalt im Blute sich zumeist auf das Vollblut beziehen, es auch von Interesse 
schien, das Verhalten der Milchsäure in Vollblut und Plasma zu verfolgen, 
haben wir die Milchsäurebestimmungen immer in beiden Substraten durch- 
geführt. Unsere Untersuchungen über vergleichende Milchsäurebestim- 
mungen zwischen Vollblut, Plasma und Liquor stellen wir in einer Tabelle 
zusammen. 


Tabelle I. 
Milchsäurebestimmung in Vollblut, Plasma und Liquor?) in Milligramm- 
prozenten. 
nn p Vollblut | Plasma Liquor u 

1 | 11,0 17,0 14,0 

2 i 12,5 18,0 15,5 

3 | 11,0 15,5 16,0 

4 11,0 15,5 | 14,0 

5 | 12.0 17.0 145 

6 | 11,5 | 16,5 | 15,0: 

7 11,0 16,0 15,0 

8 11,5 16,5 13,5 

9 | 12,5 15,0 15,0 

10 , 13,5 15,0 15,0 

Durchschnittswert: 11,8 | 16,2 | 14,8 


Die Milchsäurewerte im Vollblut schwanken zwischen 11 und 
13 mg-%. Die Milchsäurewerte im Plasma zwischen 15 und 18 mg-%. 
Sie liegen in jedem einzelnen Falle höher als der dazugehörige Vollblut- 
wert, und zwar nach unseren Befunden um 40 bis 50% höher. Die 
Liquorwerte schwanken zwischen 13 und 16 mg-%, liegen also nach 
den Durchschnittszahlen zwischen den Vollblut- und Plasmawerten. 
Bei den niedrigen Plasmawerten von 15 bis 16 mg-% haben wir aber 
die Liquorwerte fast völlig entsprechend den Plasmawerten gefunden, 
während sie bei den höheren Plasmawerten 17 und 18 mg-% stärker 
hinter diesen zurückbleiben. Ausdrücklich sei bemerkt, daß sowohl, 
was die absoluten Zahlen wie auch das Verhältnis zwischen Plasma 
und Liquor angeht, die Milchsäurewerte beim Menschen und Hunde 
keinen Unterschied aufweisen. Es ist das normale Liquorbild des 


1) Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
2) Es handelt sich um normale Liquoren. 
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Hundes überhaupt genau entsprechend dem normalen Liquorbild 
des Menschen, d. h. es ist unter physiologischen Verhältnissen die 
Permeabilität der Blut-Liquorschranke bei beiden durch die gleichen 
Faktoren bestimmt, die, wie wir meinen, in erster Linie in den physiko- 
chemischen Bedingungen des Milieus zu sehen sind (s. Wittgenstein und 
Krebs, Studien zur Permeabilität der Meningen unter besonderer Berück- 
sichtigung physikalisch-chemischer Gesichtspunkte, Zeitschr. f. d. 
ges. exper. Med. 49, H.4/6, 1926). Es ist daher durchaus berechtigt, 
Ergebnisse der experimentellen Liquoruntersuchungen beim Hunde 
auf den Menschen zu übertragen. Bei einer geringen vorübergehenden 
Erhöhung der Milchsäure im Plasma (die nicht einmal im Vollblut, 
also im Austausch mit den Blutkörperchen zum Ausdruck kommt, 
s. Tabelle I) kann es zu einem Gleichgewichtszustand mit dem Liquor 
nicht kommen. Aus unseren Untersuchungen geht also hervor, daß 
bet Muskelruhe der Miichsäuregehalt der Cerebrospinalflüssigkeit dem 
Milchsduregehalt des Blutplasmas annähernd gleich ist. 


Die Untersuchungen von Scheller ergaben gleiche Werte für die 
Milchsäure im Liquor und im Vollblut, vielleicht weil es sich dort 
nicht um ausgesprochene Ruhewerte handelt. Theoretisch würde 
man ebenso wie beim Chlorion einen Mehrgehalt des Liquors an Milch- 
säureanionen gegenüber dem Plasma erwarten. Wir haben uns daher 
gefragt, ob sich der Liquor hinsichtlich der Milchsäure wie ein Dialysat 
des Blutplasmas verhält, und haben diese Verhältnisse im Modell- 
versuch geprüft. 


Wir haben Versuche mit der Kompensationsdialyse angestellt, und 
zwar haben wir uns der sogenannten Kompensationsschnelldialyse von 
Rona, Haurowitz und Petow bedient. Die Möglichkeit, mit einer kurzdauern- 
den Dialyse des Serums auszukommen, ist bei einem in bezug auf Ent- 
stehung und Umbau so labilen Körper wie Milchsäure besonders wichtig, 
obgleich die Milchsäure bildenden Substanzen des Blutes hauptsächlich 
in den korpuskulären Bestandteilen enthalten sind (siehe die Arbeiten von 
Noorden jr., und Levene und Meyer). 


Methodik. 


Zum Dialysieren benutzten wir kleine Kollodiumhülsen, die in ein 
Glasröhrchen gehängt wurden, wie sie von den oben genannten Autoren 
angegeben worden sind. Die Hülsen wurden mit 4 bis 5cem Serum, die 
Glasröhrchen mit 0,85% iger NaCl-Lósung gefüllt, die Milchsäure wurde 
als Calciumlactat zugesetzt. Die Kompensationsflüssigkeit war isotonisch, 
das pg des Serums 7,5. Die Dialysierversuche wurden steril gearbeitet, 
vor und nach der Dialyse von 1 bis 2 Stunden wurden Außen- und Innen- 
flüssigkeit auf ihren Milchsäuregehalt untersucht. Wir geben zwei Proto- 
kolle aus einer Reihe gleichsinnig verlaufender Versuche. 


Es zeigt sich, daß die Milchsäurekonzentration in der Außen- 
flüssigkeit ansteigt, solange diese kleiner ist als die des Serums, und 
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Tabelle II. 
Konzentration der Innenflüssigkeit '' Konzentration der Außenflüssigkeit 
rum) (physiol. NaCl + Calciumlactat) 
mg-°jo Milchsäure mg-°/o Milchsäure 
vorher | nachber | vorher | nachher 

18 21,5 25 | 201), 

18 19 | 20 | 18 

18 15 ` 15 17 

18 | 14 l 10 14 

Pa 7,5. 
Tabelle III. 
N < tration der Außenflüssig- | 
Konzentration der rege | ÉR fago Ne CUS Cl a 
mg-°/o Milchsäure mg-°/o Milchsäure 
vorher | nachher | vorher | E nacbher ; | vorher | nachher 8 

13 16 Ia | 20 —11 4 
13 151) 2 17 = Y — Di 
13 5 | 17 14 0-4 +1 
13 | 141/a 15 131, | — 2 +1 
13 18 13 121), | + 0 Ya 
13 12 10 11 SE Ab At 


daß umgekehrt Milchsäure von außen nach innen wandert, solange 
die Milchsäurekonzentration der Außenflüssigkeit vor der Dialyse die 
des Serums übersteigt. Die Milchsáurekonzentration des Serums 
steigt und fällt in umgekehrter Richtung. 


Zeigt der in Tabelle II niedergelegte Versuch die Richtung, in 
der die Milchsäureionen wandern, so zeigen die Zahlen der Tabelle III, 
daß die Außenflüssigkeit mit dem Serum da im Gleichgewicht steht, 
wo die Milchsäurekonzentration von vornherein auf beiden Seiten 
der Dialysiermembran gleich ist. 


Diese Versuche zeigen, daß bes der Reaktion des nativen Serums 
die Milchsäure im Blute nicht an die Serumeiweißkörper gebunden, 
sondern vollkommen diffusibel ist. 


. Wir hatten schon früher festgestellt, daß es bei der Dialyse einer 
Calcium- oder Lithiumlactat enthaltenden Gelatinelösung gegenüber 
einer physiologischen Kochsalzlösung zu einem Ausgleich zwischen der 
Milchsäure der Innen- (eiweißhaltigen) und der Außen- (eiweißfreien) 
Flüssigkeit kommt. ‚Das Verteilungsgleichgewicht blieb auch bei Variation 
der H-Ionenkonzentration von der alkalischen Seite über den isoelektrischen 
Punkt zur sauren Seite unbeeinflußt.‘“ Die Verschiebung der H-Ionen- 
konzentration nach der sauren Seite wurde in diesen Versuchen durch 
Salzsäure bewirkt. Es besteht also die Möglichkeit, daß sich nur deshalb 
trotz der positiven Umladung des Eiweißes kein milchsaures Albuminat 
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gebildet hat, weil das Lactation durch das Chlorion aus der chemischen 
Bindung bzw. dem Adsorptionsraum verdrängt worden ist. 

- Der Milchsäuregehalt in Plasma und Liquor entspricht den Er- 
gebnissen des Modellversuchs. Der Liquor verhält sich auch in bezug 
auf die Milchsäure wie ein Dialysat des Blutplasmas. 


Der Milchsäuregehalt im Liquor cerebrospinalis nach Vermehrung der 
Blutmilchsäure durch Muskelarbeit. 


Wir haben diese Verhältnisse zunächst im Tierversuch geprüft: 
Ein Hund wurde 5 Minuten gehetzt, gleich darauf okzipital 
punktiert und die Blutentnahme gemacht. 


| Milchsäure in mg»%/o 


| vor der Muskelarbeit | nach der Muskelarbeit 


Vollblut . 2.2.2... | 12 | 22 
Plasma. ....... 17 30 
Liquor. ....... g 13ta | 17 


Der Anstieg der Milchsäure im Liquor ist deutlich, wenn er auch 
weit hinter dem Anstieg der Milchsäure im Plasma zurückbleibt. 

Entsprechend verlief eine Untersuchung bei einem Patienten, 
der vor der Punktion in etwa 4 Minuten viermal drei Treppen herauf 
und hinunter gelaufen war. In den angegebenen Zeitabständen wurde 
gleichzeitig mit den Blutentnahmen aus der Punktionsnadel, die liegen 
blieb, Liquor entnommen. 


Milcbsäure in mg+%;, 


nach der Muskelarbeit 


| vor der j 
Muskelarbeit | 4 Minuten 20 Minuten 30 Minuten 
Vollbt....... 13 25 18 15 
Plasma ... a. 17 31 23 | 20 
Liquor .. & was (16) 22 22 20 


Es ist auch hier ersichtlich, daß der Milchsäurewert im Liquor 
dem Anstieg der Blutmilchsäure folgt. Der Milchsäuregehalt des Blutes 
ist nach 30 Minuten bereits wieder fast normal, die Milchsäure im 
Liquor dagegen ist noch annähernd auf dem erreichten Höchstwert. 
Der Ausgleich zwischen Liquor und Blut geht langsamer vor sich 
als der in umgekehrter Richtung!). Bei dem raschen Absinken der 


1) Eine Feststellung, die auch Scheller gemacht hat und die auch 
für den Austausch der Milchsäure zwischen Blut und Kammerwasser gilt 
(Witigenstein und Gaedertz, l. c.). 
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Blutmilchsäure zum Ruhewert ist es ohne weiteres erklärlich, daß 
nach kurzfristiger Muskelarbeit es zu einem Ausgleich mit der Milch- 
'säure im Liquor nicht kommen kann. 


Vergleich zwischen dem Milchsäuregehalt des Liquor cerebrospinalis und 
dem des Kammerwassers. 


Tabelle IV. 


Parallelbestimmungen der Milchsäure in Vollblut, Plasma, Kammerwasser 
und Liquor in mg-%. 


Vollblut Plasma | Liquor | Kammerwasser 
14 18 | 15 25 
14 17,5 16,5 23,5 
15 Y 16 26,5 
13,5 16 15 21 
14 17 14,5 22 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daß die Milchsäurekonzentration 
im Kammerwasser erheblich höher ist als die des Liquors und über 
der des Plasmas liegt. Das ist nun, wie wir aus zahlreichen Versuchen 
über den Milchsäuregehalt des Kammerwassers wissen, durchgängig 
der Fall. 


Bei allen anderen diffusiblen Substanzen, Nichtelektrolyten und 
Elektrolyten, finden wir sowohl absolut genommen, wie vor allen 
Dingen in der Relation zum Blute, in Liquor und Kammerwasser 
dieselben Verhältnisse. Es sind die Kationen Natrium, Kalium, Calcium 
im Kammerwasser und Liquor in geringerer Konzentration als im 
Blute vorhanden, die Chlorionen umgekehrt in größerer Konzentration. 
Die Milchsäure steht in bezug auf ihre Differenz zwischen Liquor und 
Kammerwasser isoliert da. 


Die Erklärung liegt wohl darin, daß die Milchsäure als Stoffwechsel- 
produkt der Muskelarbeit im Kammerwasser nicht nur aus dem Blut- 
plasma stammt, sondern auch einen Anteil durch die Muskelbewegungen 
des Auges selbst erhält. 


Die klinische Bedeutung der Milchsäure im Liquor cerebrospinalis. 


Die Milchsäurewerte bei pathologisch veränderter Lumbalflüssigkeit. 


Eine Reihe von Untersuchungen bei Liquoren mit syphilitischen 
Veränderungen — von der geringen Vermehrung der Lymphocyten und 
des Eiweißes bei Frühlues bis zu den stärksten Zell- und Eiweißwerten der 
Paralyse — zeigten keinerlei Veränderungen des Milchsäuregehalts im 
Liquor. Wirwissen, daß bei den luetischen Erkrankungen des Zentralnerven- 
systems der Zuckergehalt des Liquor nicht verändert — nicht vermindert — 
ist. Da die Glykolyse die einzige Quelle für die Entstehung der Milchsäure 
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ist, so kann man eine Vermehrung der Milchsäure von vornherein nur da 
erwarten, wo wir erfahrungsgemäß eine Verminderung des Zuckergehalts 
finden, d. h. bei Meningitiden bakterieller Natur, meist mit Vermehrung 
der Leucocyten einhergehend, und bei Hirn- oder Rückenmarkstumoren, 
die irgendwie im Kontakt mit dem Liquor stehen. 

Wir selbst haben, da es uns an geeignetem Krankenmaterial fehlt, 
Milchsäurebestimmungen bei solchen meningitischen und Tumorkranken 
nicht ausführen können. Aber aus den Ergebnissen von John A. Killian!), 
von Jerome Glaser?) und vor allem aus den schönen Untersuchungen von 
Scheller 3), geht die Richtigkeit dieser Anschauung zur Genüge hervor. 
Besonders letzterer konnte klinisch und experimentell zeigen, daß ,,der 
bei Meningitiden und Tumoren verschwundene Zucker sich quantitativ als 
Milchsäure wiederfindet‘‘. Es steht also der Liquorzucker im umgekehrten 
Verhältnis zur Liquormilchsáure. 

Bei den Meningitiden und Tumoren ist also gewissermaßen die Unter- 
suchung der einen Substanz nur eine Kontrollbestimmung der anderen. 
Eine isolierte differentialdiagnostische Bedeutung kommt dem Milchsäure- 
gehalt des Liquor cerebrospinalis nicht zu. 

Wir haben uns gefragt, ob einer starken Erhöhung der Milchsäure im 
Liquor cerebrospinalis eine pathogenetische Bedeutung zukommt. Ge- 
legentlich ihrer Untersuchung über den Milchsäuregehalt des Blutes und des 
Liquors bei der Eklampsie haben Zweifel und Scheller $) festgestellt, daß die 
Milchsäure im Liquor nach den eklamptischen Anfällen sowohl unmittelbar 
wie 3 Stunden nach dem Anfall erhöht ist. Eine Tatsache, die unseren 
Feststellungen über den Anstieg der Liquormilchsäure nach Vermehrung 
der Blutmilchsáure durch Muskelarbeit entspricht. Während aber bei 
unserer kurzfristigen Muskelarbeit die Blutmilchsäure so rasch zur Norm 
zurücksinkt, daß es zu einem Ausgleich mit der Liquormilchsäure nicht 
kommen kann, finden wir nach den Krampfanfällen der Eklamptischen im 
Blute und Liquor die gleiche Milchsäureerhöhung. Zweifel und Scheller 
haben daran gedacht, daß diese vermehrte Milchsäure im Liquor durch 
direkte Einwirkung auf das Atemzentrum die für Acidose charakteristischen 
Atemstörungen bedingen könnte. Es scheint das uns nicht wahrscheinlich, 
da man sonst nach längeren Sportübungen — Dauerlauf — diesen Atemtyp 
auch für Stunden finden müßte, was bekanntlich nur für kurze Zeit der 
Fall ist. Wir haben aber unter dem Gesichtspunkt dieser Frage die Liquor- 
nulchsäure bei Hunden durch subokzipitale Injektion isoliert von der 
Blutmilchsäure vermehrt. 


Tabelle V. 
Subokzipitale Injektion von ee ba eds | Zei 
alciumlactat ; 
mgs0/o mgs?/o Std. 
Hund 1 erhielt 60 mg Milehsiure 1, | BB . 1 
‚2,9, i 7 A. ` 3 


Bemerkung. Die Plasmamilchsäure blieb unverändert auf 17 bzw. 18 mg+9/7. Dic auf das 
Gesamtblut von etwa 1 Liter berechnete Milchsäuremenge, die aus dem Liquor hinüberdiffundiert, 
ist so gering, daß sie sofort resynthetisiert werden kann. 


1) Proc. of the exper. biol. and med., März 1925. 

2) Proc. of the soc. for exper. biol. and med. 24, 91, 1926. 
3) Münch. med. Wochenschr. 73, 1652, 1926. 

t) Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 10, S. 450. 
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Ergebnis der Versuche. 


Trotz der starken Erhöhung des Milchsäuregehalts im Liquor 
keinerlei Störung der Atmung oder sonstige krankhafte Erscheinung 
bei den Hunden. 


Einem dritten Hunde wurden von einer 10 %,igen Milchsäure- 
lösung 0,6 ccm = ungefähr 60 mg Milchsáure subokzipital injiziert. 
Es traten sofort schwere Vergiftungserscheinungen auf. Lähmung 
zunächst der hinteren Extremitäten, die nachgeschleift wurden, dann 
auch der vorderen. Das Tier liegt schlaff auf der Seite. Atmung auf- 
fallend tief und langsam. . Das Tier reagiert zunächst noch auf Anruf. 
Nach einer Stunde Exitus. 


Im Gegensatz zu einer Vermehrung des Alkalilactats bzw. der 
Lactationen im Liquor sind also beim Eindringen von Milchsäure 
unmittelbar in die Cerebrospinalflüssigkeit schwere Schädigungen zu 
erwarten. 


Vom Blute in den Liquor diffundiert die Milchsäure aber haupt- 
sächlich als dissoziiertes Alkalilactat. Ausschließen kann man aller- 
dings nicht, daß bei Überschwemmung des Blutes mit Milchsäure ein 
Teil als Säure in den Liquor übergeht, besonders in den Fällen, die 
mit einer Verminderung der Alkalireserve einhergehen (bei den Eklamp- 
tischen von Zweifel und Scheller war diese aber normal). Es ist daher 
unseres Erachtens unwahrscheinlich, daß die. Atemstörungen der 
Acidose auf eine direkte Beeinflussung des Atemzentrums durch die 
vermehrte Liquormilchsäure zurückzuführen ist. 


Zusammenfassung. 


Die Beziehungen zwischen der Blutmilchsäure und dem Milchsäure- 
gehalt des Liquor cerebrospinalis wurden untersucht. 


Es entspricht dem Ruhewert von 15 bis 18 mg-% im Plasma 
(Mensch, Hund) ein Milchsäuregehalt des Liquors von 13 bis 16 mg-9%. 


Bei den niedrigen Plasmawerten ist der Milchsäuregehalt des 
Liquors gleich dem des Plasmas. 


Das Ergebnis der Kompensationsdialyse zwischen Serum und einer 
milchsäurehaltigen physiologischen Kochsalzlösung entspricht einem 
Diffusionsgleichgewicht. 


Der Liquor verhält sich also in bezug auf die Milchsäure wie ein 
Dialysat des Blutplasmas. 


Es besteht in bezug auf die Milchsáure eine Differenz zwischen 
Liquor und Kammerwasser. Dieses hat eine Milchsäurekonzentration, 
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die erheblich höher ist als die des Liquors und über der des Plasmas 
liegt. 

Der Milchsäuregehalt des Liquors sinkt langsamer zum Ruhewert 
ab als der des Plasmas. 

In klinisch-diagnostischer Beziehung ist die Vermehrung der 
Liquormilchsäure bei Meningitiden und Tumoren nur ein Parallel- 
symptom der Verminderung des Liquorzuckers. 

Die Vermehrung der Milchsäure im Liquor durch subokzipitale 
Injektion von Milchsäure bewirkt — im Gegensatz zu der unschäd- 
lichen Einbringung von Alkalilactat — den Tod des Versuchstieres 


unter einem komaähnlichen Bilde. 
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Über die Chemie des Drachenblutes von Dracaena Draco. 


Von 
Sigmund Fränkel und Erich David. 


(Aus dem Laboratorium der Spieglerstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


Unter dem Namen ,,Drachenblut (Sanguis Draconis) versteht 
man einen roten Farbstoff von verschiedener Provenienz, der früher 
industriell eine Rolle spielte, heute aber kaum mehr verwendet wird. 
Hauptsächlich ist im Handel das Indische Drachenblut zu haben, 
welches aus Sumatra stammt; dieses Harz wird aus den Früchten von 
Calamus (Daemonorops) Draco gewonnen, einer Palme, die in Hinter- 
indien und auf den Sundainseln, vorzüglich auf Sumatra wächst. 
Ferner gibt es ein Sokotrinisches Drachenblut, welches von Dracaena 
Cumabarı stammt, dann ein Westindisches, sogenanntes Amerikani- 
sches von Pterocarpus Draco und Mexikanisches Drachenblut von 
Croton Draco; früher wurde in Europa das Drachenblut von Dracaena 
Draco viel gehandelt, welches von den Kanarischen Inseln zu uns kam. 

Die chemischen Untersuchungen über die Natur des Drachenblutes 
beziehen sich auf die oben genannten Sorten, welche aber durchaus nicht 
identisch zu sein scheinen ; daher können auch die chemischen Untersuchungen 
einer Art zur Aufklärung einer anderen nicht verwendet werden. Loyander!), 
der sich mit der Untersuchung des Drachenbluts beschäftigte, hat nun die 
Bruttozusammensetzung der einzelnen Sorten und die Löslichkeits- 
verhältnisse untersucht, ohne den Versuch zu machen, die chemische 
Konstitution dieser Farbstoffe aufzuklären. 

Bei der trockenen Destillation des Drachenblutes fanden Glenard und 
Boudault?) ebenso wie Blyth und Hofmann?) Styrol und Toluol neben 
Aceton und Benzoesäure. Ebenso erhielt Boetsch*) bei der Destillation des 


käuflichen Stangendrachenbluts über Zinkstaub etwa 66%, Styrol neben 
Toluol und Äthylbenzol. 


1) Loyander, Beiträge zur Kenntnis des Drachenbluts. Straßburg 1887. 
2) Liebigs Ann. 48, 343. 

3) Ebendaselbst 53, 326. 

4) Monatshefte f. Chemie 1, 609. 
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Nur das Palmendrachenblut ist besser studiert worden, und zwar von 
Tschirch und Dieterich*), welche Forscher im Palmendrachenblut 56,9 °, 
eines Harzesters fanden, den sie Dracoresin nannten, dann erhielten sie 
13,6% eines Resens (Dracoresen) und 2,5%, eines Körpers, Dracoalban, 
welcher nur im Palmendrachenblut vorkommt. Dieser letztere Körper 
ist ein farbloses, bei 193 bis 200° schmelzendes Pulver, welches nicht kri- 
stallisiert. 

Das Dracoresin, ein rotgefärbtes Pulver, das bei 72° schmilzt, löst sich 
leicht in Äther, Eisessig, Schwefelkohlenstoff, Alkohol und Kalilauge, 
schwer in Chloroform und Benzol, ist unlöslich in Petroläther und Essig- 
äther. In alkoholischer Lösung läßt es sich durch Kalilauge verseifen, 
wobei man der Hauptsache nach Benzoesäure gewinnt; daneben entsteht 
ein Alkohol, Dracoresinotannol von der Zusammensetzung C,H,0;,. Neben 
der Benzoesäure scheint an der Veresterung Oxyzimtsäure teilzunehmen; die 
Zimtsäure selbst, welche frühere Forscher zuweilen auch gefunden haben, 
konnte Dieterich nicht beobachten. Auch das Sokotrinische Drachenblut 
dürfte nach den Untersuchungen Dieterichs ein Gemisch sein und nicht wie 
Loyander?) angab, ein einheitlicher Körper. 

Die erste quantitative Untersuchung des Harzes durch Herberger 3), 
welcher Körner — also die reinste Sorte — des Ostindischen Drachenbluts 
untersuchte, ergab folgende Zusammensetzung (in Prozenten): 


Rotes, amorphes Harz . . . > . . . 90,7 
Fette, in kaltem Äther lösliche Sübstanz .. . 20 
Benzoesäure . . . . 2 2 2 2 2 2 ZU 
Oxalsaurer Kalk. . . . . 2 2 2 . . . . . 16 
Phosphorsaurer Kalk. . . . . . . . 3,7 


Im Gegensatz dazu fand Dieterich bei der Untersuchung Indischen 
Drachenbluts „in Stangen‘ folgende Werte (in Prozenten): 


Dracoalban . . . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 . . . 2,50 
Dracoresen . . 2 2 2 2 2 2 2 222.2... 13,58 
Rotes Harz . . . erh re e 00 
Ätherunlösliches Harz SE A ee re ME 
Phlobaphene. . . PEA Te 0 
Pflanzliche Rückstände a a a ae See a 8,40 
Asche. . Lina a A e 83 


Alle diese Forscher arbeiteten mit Indischem Palmendrachenblut, 
während über die Zusammensetzung des schwer erhältlichen Kanarischen 
Drachenbluts bisher keine Angaben in der Literatur vorliegen. 

Das Kanarische Drachenblut, welches unserer Untersuchung 
zugrunde lag, war das reine Produkt von Dracaena Draco und stammte 
aus Puerto Orotava auf Teneriffa. 

Das Harz bildete ein hellrotes, geruch- und geschmackloses Pulver, 
das bei 125% zu schmelzen begann und sich auch bei der mikroskopischen 
Untersuchung als amorphes Pulver erwies; außer 10,31 %, Asche enthielt 
es noch 4,09% Wasser. 


1) Arch. f. Pharm. 1896, S. 587. 
2) Loyander, Beiträge zur Kenntnis des Drachenbluts. Straßburg 1887. 
3) Muspratt, Enzyklopädie d. techn. Chem., 4. Aufl., 4, 49, 1893. 
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Isolierung des roten Farbstoffs. 


Zur Isolierung des roten Farbstoffs wurden etwa 500 g des Drachen- 
blutes mehrere Stunden lang im Soxhletapparat mit Äther extrahiert, 
wobei der rote Farbstoff in Lösung ging; als Rückstand blieben Sand, 
Pflanzenteile und dergleichen zurück. Aus der ätherischen Farbstoff- 
lösung wurde der Äther abdestilliert, wobei eine durchscheinende, 
amorphe Masse von rubinroter Farbe zurückblieb, welche nach dem 
Zerreiben ein im Aussehen dem Ausgangsmaterial gleichendes, hell- 
rotes Pulver lieferte. Dieses rote, ätherlösliche Pulver wurde im Soxhlet- 
apparat mit Petroläther behandelt, wobei das Lösungsmittel eine 
gelbe Farbe annahm. Die Extraktion wurde bis zur Erschöpfung 
fortgesetzt. In den Petroläther ging nur eine kleine Menge eines gelben 
Harzes über, während die Hauptmasse ungelöst blieb.. Der im Petrol- 
äther unlösliche Anteil — der Hauptteil —, der gegenüber dem Rück- 
stand der Ätherdestillation nur eine minimale Gewichtsdifferenz ergab, 
war dem Aussehen nach unverändert, ein hellrotes Pulver, das bei 140% 
unter Zersetzung schmilzt. 

Ein Teil des so gewonnenen roten Farbstoffs wurde in Äther gelöst 
und mit Petroläther gefällt. Dieses Reinigungsverfahren wurde öfters 
wiederholt, bis ein bei 145° unter Zersetzung schmelzendes Pulver 
sich ergab. Da eine weitere Reinigung trotz vielfacher Versuche nicht 
gelang, wurde die so gewonnene Substanz, deren Schmelzpunkt sich 
nicht mehr erhöhte, verbrannt. 

Die Analyse dieses Körpers ergab folgende Werte: 

3,657 mg Substanz: 9,555 mg CO, 2,069 mg H,O. 
5,106 „ i 13,363 „ CO, 2,829 „ H,O. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rault mit Eisessig als Lösungs- 
mittel: 

0,5399 g Substanz: 18,2432 g Eisessig, Depression 0,420, 

Molekulargewichtsbestimmung nach Baumann-Fromm?) mit Naphthalin 
als Lösungsmittel: 

0,2124 g Substanz: 13,57 g Naphthalin, Depression 0,200. 

Halbmikromethode nach Rast?): 

0,0198 g Substanz: 0,0992 g Campher, Depression 15°. 
CH, O, Ber.: C 71,32, H 6,29. 
Gef.: C 71,28, H 6,33. 
C 71,40, H 6,20. 
Molekulargewicht. Ber.: 286 (doppeltes Molekulargewicht 572). 
We Gef.: in Eisessig 274, in Naphthalin 540, 
in Campher 532. 

Das annähernd doppelt so hohe Molekulargewicht, welches nach 

den Methoden von Baumann-Fromm und Rast in Naphthalin und 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 24, 1431, 1891. 
2) Ebendaselbst 55, 1051, 1922. 
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Campher als Lösungsmittel gefunden wurde, stimmt mit der Tatsache 
überein, daß sauerstofffreie und sauerstoffarme Lösungsmittel, wie 
Benzol, Naphthalin, Phenanthren, Campher usw. leicht assoziierend 
wirken und in konzentrierteren Lösungen zu hohe, bis doppelte Werte 
für das Molekulargewicht finden lassen. 


Verseifungsversuch. 


Es wurde versucht, den roten Farbstoff sowohl mit Natrium- 
äthylat als auch mit alkoholischer Natronlauge zu verseifen. 0,5g 
wurden in einer Lösung von 1,2 g Natrium in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelöst und 10 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt. Die dunkelrote 
Lösung wurde hierauf mit verdünnter Schwefelsäure bis zum Auf- 
treten der Kongoreaktion angesäuert, wobei ein farbloser, flockiger 
Niederschlag ausfiel; dieser konnte jedoch nicht analysiert werden, 
da er sich an der Luft sofort und auch in der Lösung schon nach kurzer 
Zeit dunkelrotbraun färbte, so daß man eine Oxydation der aus- 
geschiedenen Säure durch den Luftsauerstoff unter Regeneration eines 
Farbstoffs annehmen muß. 


Bromierung. 


5g des roten Farbstoffs wurden in Eisessig gelöst und mit einer 
Eisessigbromlösung im Überschuß tropfenweise versetzt. Auf Zusatz 
von Wasser fiel aus dieser Lösung ein hellgelber, voluminöser, flockiger 
Niederschlag aus, der sich rasch am Boden absetzte. Dieser Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, nochmals in Eisessig gelöst und wieder mit 
Wasser ausgefállt. Dieser Vorgang wurde zur Reinigung der Substanz 
so oft wiederholt, bis das Filtrat keine Bromreaktion mehr gab und der 
Zersetzungspunkt konstant blieb. 

Dieses Bromderivat ist ein amorphes, gelbes Pulver, das sich 
bei 131° zu zersetzen beginnt. 


Die Analyse der vakuumtrockenen Substanz ergab: 
4,158 mg Substanz: 5,890 mg CO, 1,040 mg H,O. 


4,621 ,, A 6,582 „ CO, 1,214 „ H,O. 
5,120 ,, S 5,474 „ AgBr. 
5,086 „ 5 5,464 „ AgBr. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rault: 
0,5114g Substanz: 17,8213g Eisessig, Depression 0,21°. 
0,4568 g s$ 15,1142 g Benzol, Depression 0,15°. 
GC Dias, Dr, Ber.: C 39,0, H 2,86, . Br 45,88. 
Gef.: C 38,65, H 2,80, Br 45,50. 
C 38,86, H 2,94, Br 45,72. 
Molekulargewicht. Ber.: 523 (doppeltes Molekulargewicht 1046). 
e Gef.: In Eisessig 533, in Benzol 1028 (entsprechend 
dem doppelten Molekulargewicht). 
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Auch in diesem Falle lassen sich die abnormalen Molekulargewichte 
durch die assoziierende Wirkung der Lösungsmittel erklären. 


Weiter wurde versucht, aus der Bromverbindung das Brom ab- 
zuspalten, doch gelang dies nicht vollständig. Eine Lösung des Brom- 
körpers in Eisessig wurde mit granuliertem Zink versetzt und mehrere 
Stunden lang — unter Rückflußkühlung — auf dem Drahtnetz erhitzt. 
Die ursprünglich goldgelbe Flüssigkeit wurde immer lichter, doch 
dunkelte sie in der Kälte beim Aufhören der Wasserstoffentwicklung 
sehr rasch wieder nach und nahm die ursprüngliche Farbe wieder an, 
wobei sich gleichzeitig Kristalle von Zinkacetat in größerer Menge 
ausschieden. Auf Zusatz von Wasser fiel aus dieser Lösung ein rot- 
gelber, amorpher Niederschlag aus, der sich bei einer qualitativen 
Untersuchung als bromhaltig erwies. Ebenso gab das Filtrat eine 
deutliche Bromreaktion, so daß jedenfalls eine teilweise Abspaltung 
vom Brom stattgefunden haben mußte. Für die analytische Unter- 
suchung wurde einmal eine Lösung, welche vor dem Ausfällen bereits 
längere Zeit gestanden und wieder die ursprüngliche Farbe an- 
genommen hatte, verwendet, das andere Mal wurde noch während 
der Wasserstoffentwicklung aus der hellgelben Lösung gefällt. Die 
beiden so erhaltenen Substanzen ergaben ganz verschiedene Analysen- 
resultate, und zwar enthielt die Fällung aus der gestandenen Lösung 
doppelt so viel Brom als die noch während der Wasserstoffentwicklung 
durchgeführte Fällung. 


I. 4,782 mg Substanz: 11,740 mg CO, 2,310 mg H,O. 


0,1816, R 0,028 „ AgBr. 
II. 4,299 ,, a 9,915 „ CO, 2,142 mg H,O. 
4,340 ,, S 1,300° „ AgBr. 


Gef.: I. C 66,98, H 5,40, Br 6,58. 
II. C 62,92, H 5,58, Br 12,75. 


Diese Zahlen entsprechen Gemischen von bromierter und brom- 
freier Substanz. 


Es wurde auch versucht, das Bromderivat des roten Farbstoffes 
mit alkoholischer Natronlauge zu verseifen. Beim Ausschütteln des 
Reaktionsproduktes mit Äther schied sich Natriumbromid ab. Die 
untere, wässerig-alkoholische Schicht wurde mit verdünnter Schwefel- 
säure angesäuert, wobei ein rotbrauner, amorpher Niederschlag ausfiel. 
Dieser wurde abfiltriert, in Eisessig gelöst und nochmals mit Wasser 
ausgefällt. Dieser bei 29° unter Zersetzung schmelzende Körper gab 
bei der qualitativen Prüfung eine deutliche Bromreaktion. Die Sub- 
stanz enthielt 8,14%, Brom und war anscheinend ein Gemenge. 
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Kalischmelze. 


Es wurde nun versucht, durch eine Kalischmelze Abbauprodukte 
herzustellen, welche einen Einblick in den Aufbau des Farbstoffs ge- 
währen sollten. Zu diesem Zwecke wurden 15 g des roten Farbstoffs 
mit der gleichen Menge Kalinmhydroxyd vermischt und in einer Kupfer- 
retorte destilliert. 


Das überdestillierte, hellgelbe Öl wurde einer fraktionierten Destil- 
lation unterworfen, wobei Fraktionen zwischen 90 bis 1330 und 160 
bis 188% getrennt werden konnten. Eine einheitlich oder scharfsiedende 
Substanz konnte nicht gewonnen werden. 


Der Rückstand der Kalischmelze wurde mit Wasser ausgezogen, mit 
Schwefelsäure bis zur Kongoreaktion angesäuert und mit Äther er- 
schöpfend ausgeschüttel;. Der Ätherrückstand, der einen öligen Körper 
darstellte, ergab beim Versetzen mit einer neutralen Bleiacetatlösung 
ein braunes, amorphes Bleisalz. Da sich dieses Bleisalz aus den üblichen 
Lösungsmitteln nicht umlösen ließ, wurde es zwecks Reinigung mit 
verdünnter Schwefelsäure angerieben, mit Äther einige Male ausgeholt 
und der Äther abgedunstet ; der Rückstand wurde in schwachalkalischem 
Wasser gelöst und neuerlich mit neutralem Bleiacetat versetzt; es fiel 
ein braunes Pulver aus, das nach dem Trocknen analysiert wurde, jedoch 
keine rechenbaren Werte ergab. 


Zinkstaubdestillation. 


Um in die Konstitution des Farbstoffs weiter einzudringen, wurde 
eine Zinkstaubdestillation im Wasserstoffstrom versucht. Es wurden 
20 g des roten Farbstoffs mit der zehnfachen Menge chemisch reinen 
Zinkstaubs innig vermengt und der Destillation im Wasserstoffstrom 
unterzogen. Es entstand ein Öl, das fraktioniert wurde. Nach einem 
geringfügigen Vorlauf bei 95 bis 145° destillierte eine Hauptfraktion 
bis 190°. Diese Fraktion ergab nach vielen Fällungsversuchen nur 
mit alkoholischer Jodjodkaliumlösung einen Niederschlag, dessen geringe 
Menge aber zur weiteren Untersuchung nicht mehr ausreichte. Der 
Versuch wurde nun mit 100g des roten Farbstoffs wiederholt, dabei 
erwies sich der Jodjodkaliumniederschlag als ölig und konnte nicht zum 
Kristallisieren gebracht werden. 


Ozonisierungsversuch. 


5g des roten Farbstoffes wurden in Chloroform gelöst und durch 
6 Stunden Ozon eingeleitet. Die ursprünglich tiefdunkelrot gefärbte 
Lösung wurde merklich heller; es wurde nun siedendes Wasser zu- 
gesetzt, das Chloroform abdestilliert und die wässerige Lösung 
Y, Stunde über freier Flamme gekocht. Nach dem Abfiltrieren eines 
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harzigen Rückstandes wurde ein Überschuß einer methylalkoholischen 
Bleiacetatlösung zugesetzt; nach dem Zusatz von Ammoniak fiel nun 
ein gelblichbrauner Niederschlag aus, der nach dem Trocknen im 
Vakuum folgende Werte ergab: 
4,762 mg Substanz: 5,533 mg CO, 1,787 mg H,O. 
3,673 „ ne 4,308 „ CO, 1,477 „ H,O. 
6,260 ,, A 4,206 „ PbSO.. 
5,170 „ S 3,451 „ PbSO.. 
Us Daat Dh, Ber.: C 31,9, H 4,4, Pb 45,8. 
Gef.: C 31,70, H 4,2, Pb 45,9. 
C 32,0, H 4,5, Pb 45,6. 


Um das Blei aus dem Ozonisierungsprodukt zu entfernen, wurden 
3 g Bleisalz in überschüssigem Methylalkohol suspendiert und 2 Stunden 
lang Schwefelwasserstoff eingeleitet. Der entstandene Niederschlag 
wurde abfiltriert, das Filtrat im Vakuum stark eingeengt, der Rest 
wurde an der Luft eingedunstet und der zurückgebliebene Körper — 
eine braune, harzige Masse — mit Äther aus Alkohol gefällt. Der er- 
haltene Körper ergab jedoch keine konstanten Analysenwerte. 


Verseifungsversuch. 


5 g des roten Farbstoffs wurden mit 5g Natronlauge und 70 ccm 
Alkohol 6 Stunden unter Rückflußkühlung gekocht und dann der 
Alkohol im Vakuum abdestilliert. Die alkalische Lösung wurde mit 
Äther ausgeschüttelt, der Äther abgedunstet, wobei ein brauner Rück- 
stand hinterblieb (Körper I). In die mit Äther ausgeschüttelte Lösung 
wurde Kohlensäure eingeleitet, neuerlich mit Äther ausgeschüttelt 
und dieser abgedunstet. Es hinterblieb ein Körper (11). Die kohlen- 
saure Flüssigkeit, die durch Harzrückstände getrübt war, wurde filtriert 
und mit Schwefelsäure angesäuert, wobei ein brauner Niederschlag 
ausfiel (Körper III). Das Filtrat wurde wieder mit Äther ausgeschüttelt, 
wobei eine braune Lösung entstand (IV). 

Der Körper I wurde aus Alkohol umgelöst, abgepreßt und aus 
Äther umgelöst. Die Körper I bis 1V waren nicht kristallinisch und 
ergaben bei der Analyse wechselnde Werte. 

Es wurde nun versucht, durch Anwendung verschiedener Lösungs- 
mittel aus diesen Körpern kristallisierte Fraktionen zu erhalten. Der 
Körper I war in Alkohol, Methylalkohol, Äther, Eisessig, Amylalkohol, 
Chloroform, Nitrobenzol, Aceton und Pyridin leicht löslich, in Wasser 
nur in der Wärme löslich, in Schwefelkohlenstoff, Petroläther und 
Xylol unlóslich. Der Körper 11 wurde aus Xylol umzulösen versucht, 
wobei er verharzte. Der Körper III war in Alkohol, Methylalkohol 
und Eisessig leicht, in Äther, Xylol und Chloroform schwer löslich. 
In keinem Falle gelang es, zu definierbaren Substanzen zu gelangen. 
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Beduktionsversuch. 


2g Substanz wurden in PO eem Alkohol und 24ccm 10 %iger 
Natronlauge gelöst, 1g Zinkstaub zugesetzt und unter Rückfluß- 
kühlung gekocht. Es entstand ein goldgelber Niederschlag, der filtriert, 
mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet wurde. Er ging 
nach einiger Zeit in ein braunes Harz über. Es wurde versucht, von 
diesem Körper Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen zu 
machen, doch ergaben sie sämtlich wechselnde Werte. 


Oxydationsversuche. 


A. lg Substanz wurde in Äther gelöst und eine Lösung von 1g 
Kaliumpermanganat in 100 cem Aceton unter Zusatz von etwas Soda- 
lösung damit vermischt. Es trat keine Entfärbung ein. 


Eine Probe, in Äther gelöst, wurde mit einer ätherischen Wasser- 
stoffsuperoxydlösung kräftig geschüttelt, die Ätherschicht färbte sich 
hellgelb. Es wurde geschieden und in folgender Weise aufgearbeitet: 
Die ätherische wie die wässerige Schicht wurden eingeengt, Fällungs- 
versuche mit Bleiacetat und Versuche, Phenylhydrazone zu erhalten, 
verliefen negativ. Ebensowenig gelang es, ein Natriumsalz darzu- 
stellen. 

B. 0,5g Substanz wurden mit Salpetersäure von der Dichte 1,4 
gekocht, wobei eine rote Lösung entstand; diese wurde in Wasser aus- 
gegossen, wobei ein orangegelber Niederschlag ausfiel. Das Filtrat 
wurde im Vakuum eingeengt und mit viel Alkohol aufgenommen. Das 
Destillat wurde mit Sodalösung neutralisiert und auf dem Wasserbad 
eingedampft. Von der eingeengten Lösung des Filtrats wurde das 
ausgeschiedene Natriumnitrat abfiltriert und weiter eingeengt, bis 
sich kein Natriumnitrat mehr ausschied. Die erhaltenen Niederschläge 
zeigten ein kolloidales Aussehen; mit Ammonsulfat wurden sie flockig 
und verharzten. Zersetzungspunkt 150°. 

C. 3g Substanz wurden in 50 ccm Eisessig gelöst, unter Rückfluß- 
kühlung zum Sieden erhitzt und währenddessen eine Lösung von 3g 
Chromsäure in 60 ccm Eisessig zutropfen gelassen, nun wurde das 
Gemisch auf dem Ölbad einen Tag lang erhitzt und in Wasser aus- 
gegossen. Man ließ einige Tage stehen, dann wurde filtriert, mit Wasser 
bis zum Verschwinden der Chromfärbung gewaschen, der Niederschlag 
in Alkohol gelöst. Die Lösung wurde eingeengt, wobei ein Niederschlag 
ausfiel, der alsbald verharzte. 

D. Da alle diese, bis jetzt beschriebenen Versuche kein verwert- 
bares Resultat ergaben, wurde neuerlich eine Oxydation mit Salpeter- 
säure von stärkerer Verdünnung unternommen, welche nun positive 
Ergebnisse zeitigte. 
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5g des Ausgangsmaterials wurden mit Salpetersäure von der 
Dichte 1,230 in großem Überschuß versetzt und eine Stunde über 
freier Flamme zum Sieden erhitzt; es entstand eine klare rote Lösung, 
die siedend in Wasser ausgegossen wurde, wobei ein rötlichgelber, 
flockiger Niederschlag ausfiel. Nach dem Filtrieren wurde er zu einer 
harzigen Masse, die neuerlich mit Salpetersäure, wie oben, oxydiert 
wurde und so fort, bis nur mehr ein ganz kleiner Rückstand ungelöst 
blieb. Die vereinigten grünlichgelben Filtrate wurden auf dem Wasser- 
bad bis auf ein Drittel ihres Volumens eingeengt, nach dem Erkalten 
kristallisierte ein gelblichweißer Körper (I) aus. Rohausbeute 1g. 
Körper I wurde abgenutscht, das Filtrat neuerlich eingeengt, worauf 
nach dem Erkalten glasklare Nadeln und Würfel auskristallisierten. 
Körper II. Rohausbeute 1,3g. Geringe, mitauskristallisierte ca 
des Körpers I wurden mechanisch ausgelesen. 

Körper I und II wurden nun unter Verwendung eines Heißwasser- 
trichters aus Wasser so lange umkristallisiert, bis die ursprünglich gelb 
gefärbten Mutterlaugen farblos geworden waren. 

Körper I ist ein weißes, kristallinisches Pulver, in Äther und 
Alkohol leicht löslich, zeigt aus Wasser umkristallisiert den Schmelz- 
punkt 120% Die Substanz ist optisch inaktiv und schwach hygro- 
skopisch. | 

3,311 mg Substanz: 8,582 mg CO, 1,761 mg H,O. 
3,335 ,, en 8,636 , CO, 1,821 „ H,O. 
Co H,j203. Ber.: C 70,59, H 5,88. 
Gef.: C 70,71, H 5,95. 
C 70,64, H 6,11. 


Aciditátsbestimmung. 
0,0154 g Substanz: 8,1 ccm n/100 Natronlauge (Phenolphthalein). 


Molekulargewicht. Ber.: 204 für C,H, O .COOH. 
i Gef.: 190 für C,H,,0.COOH. 


Benzoylierungsversuch. 


0,04 g Substanz wurden in wenig Natronlauge gelöst, 0,3 g Benzoyl- 
chlorid zugesetzt und bis zum Verschwinden des Geruchs geschüttelt, 
dann wurde mit Salzsäure angesäuert, der entstandene weiße Nieder- 
schlag in Äther gelöst und mehrmals ausgeschüttelt, der Äther wurde 
weggedampft und der weiße Niederschlag aus heißem Wasser um- 
kristallisiert. Die Substanz erwies sich nach dem Schmelzpunkt 120° 
als Benzoesäure; die Mutterlaugen wurden eingeengt und in gleicher 
Weise behandelt. Sämtliche entstandenen Niederschläge erwiesen 
sich gleichfalls als Benzoesäure. Es konnte also kein Benzoylderivat 
dargestellt werden, was gegen das Vorhandensein einer Hydroxyl- 


gruppe spricht. 
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Hydrazonbildung. 


Eine Probe des Körpers I wurde in Eisessig gelöst und eine klar- 
filtrierte Lösung von p-Nitrophenylhydrazin in 50 %iger Essigsäure 
zugesetzt. Nach 48 Stunden wurde stark mit Wasser verdünnt, worauf 
sich allmählich ein rötlichbrauner Niederschlag absetzte; nach weiteren 
48 Stunden wurde filtriert und der Niederschlag mit Wasser gewaschen, 
im Vakuum getrocknet. Schmelzpunkt, aus siedendem Alkohol um- 
kristallisiert, 204%. Stickstoffprobe nach Lassaigne positiv. 


2,426 mg Substanz: 5,664 mg CO, 1,086 mg H,O. 


1,970 „ Pr 4,603 „ CO, 0,938 „ H,O. 
0,725 ,, ve 8,04cmm N (23°C, B 743 mm). 
1,824 ,, en 1997 „ N (24°C, B 743 ,, ). 


Cis H y, OLN Ber.: C 63,76, H 5,01, N 12,4. 
Gef.: C 63,69, H 5,01, N 12,5. 
C 63,74, H 5,33, N 12,3. 


Veresterung. 


lg Substanz von Körper I wurde im Vakuumexsikkator sorg- 
fältigst getrocknet, in absolutem Äthylalkohol gelöst und 2 Stunden 
trockenes Clhorwasserstoffgas eingeleitet. Das Reaktionsgemisch 
wurde auf Eisstückchen ausgegossen, denen zur Neutralisation ein 
Überschuß von fester Soda beigefügt war. Hierauf wurde in Äther 
aufgenommen und geschieden. Nach dem Abdunsten des Äthers hinter- 
blieb ein weißer Rückstand, der aus wenig siedendem Äthylalkohol 
umkristallisiert wurde. Schmelzpunkt 104°. 
3,952 mg Substanz: 10,500 mg CO, 2,444 mg H,O. 
3,741 „ 2 9,923 „ CO, 2,270 „ H,O. 
CHO; Ber.: C 72,41, H 6,89. 
Gef.: C 72,48, H 6,92. 
C 72,36, H 6,79. 


Von diesem Ester wurde eine Äthoxylbestimmung nach der Mikro- 
methode von Zeisl- Pregl ausgeführt, die folgende Werte ergab: 
3,155 mg Substanz: 3,157 mg AgJ. 
3,284 „ i 3,338 „ AgJ. 
Ber.: C,H,O 19,4. 
Gef.: C,H,O 19,2. 
C,H,O 19,5. 


Reduktion. 


Es wurde nun versucht, Körper I zu reduzieren, um die vermutete 
Carbonylgruppe zu beweisen. Zu diesem Zwecke wurden 2g von 
Körper I in 20 ccm absolutem Äthylalkohol gelöst, am Rückflußkühler 
aufgekocht und während des Siedens rasch durch den Kühler 2 g Natrium 
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eingetragen. Nach 4, Stunde wurde in die noch warme Lösung Kohlen- 
dioxyd eingeleitet und dann allmählich mit Wasser versetzt. Nunmehr 
wurde der überschüssige Alkohol im Vakuum abdestilliert, das zurück- 
bleibende Öl in Äther aufgenommen, die ätherische Lösung eingedunstet 
und der Rückstand aus Wasser zweimal umkristallisiert. Schmelz- 


punkt 188°. 
6,147 mg Substanz: 15,720 mg CO, 3,570 mg H,O. 
5,988 ,, Ge 15,320 „ CO, 3,698 „ H,O. 


C2 H1403 Ber.: C 69,90, H 6,79. 
Gef.: C 69,77, H 6,50. 
C 69,80, H 6,91. 


Die durch Oxydation des Ausgangskörpers C,7 H,g¿0, entstandene 
Verbindung entspricht der Bruttoformel C,,H,,0,, ist nach den Resul- 
taten der Untersuchung eine Ketocarbonsäure, so daß die Rolle der 
drei Sauerstoffe erklärt scheint. 

Die Suche nach bereits bekannten Körpern dieser Formel in den 
Werken von Richter, Stelzner usw. ergab ein negatives Resultat, da es 
sich meistens um Kohlehydrate oder zyklische Verbindungen handelt 
und die angegebenen Schmelzpunkte mit dem gefundenen auch nicht 
annähernd übereinstimmen. | 

Körper II kristallisiert in glasklaren Nadeln und Würfeln, sublimiert 
bei gewöhnlichem Druck bei 130°, Schmelzpunkt des aus Wasser um- 
kristallisierten Körpers 178° (im T'hieleschen Apparat bei zugeschmolzener 
Kapillare). Der Körper ist in Alkohol und Äther leicht löslich, weiter 
sehr stark hygroskopisch. Proben auf Stickstoff nach Lassaigne, Halogen 
nach Beilstein und Schwefel nach Liebig waren negativ. 


4,383 mg Substanz: 4,389 mg CO, 2,526 mg H,O. 
3,221 „ ge 3,219 „ CO, 1,888 „ H,O. 


C,H,0,. Ber.: C 27,52, H 6,42. 
Gef.: C 27,32, H 6,45. 
C 27,26, H 6,56. 


Von diesem Körper wurde eine Vakuumsublimation gemacht, die 
ein Sublimat lieferte, das folgende Werte ergab: 
4,392 mg Substanz: 6,633 mg CO, 1,683 mg H,O. 
4,672 „ > 7,045 „ CO, 1,670 „ H,O. 
C¿H¿O;. Ber.: C 41,09, H 4,10. 
Gef.: C 41,20, H 4,29. 
C 41,14, H 4,00. 


Aus diesen Analysen können wir schließen, daß der Körpe: Il 
mit vier Molekülen Kristallwasser kristallisiert, ihm also die Formel 
C,HB,0, + 4 H,0 = C,H ‚O0, zukommt. 
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Veresterung. 


1 g Substanz vom Kórper 11 wurde nach dem Trocknen in absolutem 
Athylalkohol gelóst und etwa 2 Stunden trockenes Chlorwasserstoffgas 
eingeleitet. Das Reaktionsgemisch wurde, wie oben beschrieben, auf 
Eisstückchen ausgegossen, denen zur Neutralisation ein Überschuß 
von fester Soda beigefügt war. Es wurde in Äther aufgenommen und 
geschieden. Nach dem Abdunsten des Äthers hinterblieb ein gelblich- 
weißer Rückstand, der aus Alkohol umkristallisiert wurde. Schmelz- 
punkt 1540, 

4,543 mg Substanz: 8,025 mg CO, 2,265 mg H,O. 
3,824 ,, ” 6,773 „ CO, 1,982 „ H,O. 


CG Hat, Ber.: C 48,27, H 5,74. 
Gef.: C 48,19, H 5,58. 
C 48,32, H 5,80. 


Von diesem Ester wurde eine Äthoxylbestimmung nach der Mikro- 
methode von Zeisel- Pregl ausgeführt, die folgende Werte ergab: 
4.369 mg Substanz: 5,827 mg AgJ. | 
4,981 „ ye 6,724 „ AgJ. 
Ber.: C,H,O 25,8. 


Gef.: C,H,O 25,6. 
C,H,O 25,9. 


Salzbildung des Körpers 1. 


Ungefähr 10 mg Substanz wurden in wenig Alkohol gelöst, 10 ccm 
Barytwasser zugesetzt, 24 Stunden stehen gelassen; es fiel ein weißer 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wurde. 

2,150 mg Substanz: 1,173 mg BaSO.. 
2,020 „ = 1,099 „ BaSO, 
Ber.: Ba 32,15. 


Gef.: Ba 32,14. 
Ba 32,02. 


Aciditätsbestimmung. 


3,826 mg Substanz: 2,39 ccm n/100 Natronlauge (Phenolphthalein). 


Molekulargewicht. Ber.: 146 für C,H,O,. COOH. 
i Gef.: 160 für C,H,O,. COOH. 


Verseifungsversuch. 
Um zu konstatieren, ob es sich nicht um ein Lacton handeln könnte, 


wurden 0,1438 g des Körpers II mit 20 eem n/10 Bariumhydroxyd- 
lösung (8,5 g im Liter) (Faktor 0,9208) übergossen, eine Stunde gekocht 
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und mit n/l10 Schwefelsäure titriert; es wurden verbraucht 9,92 ccm 
Schwefelsäure. 


0,1438 g Substanz: 10,08ccm n/10 Ba(OH).. 


Molekulargewicht. Ber.: 146. 
D Gef.: 155. 


Das durch die Titration ausgeschiedene Bariumsalz wurde filtriert 
und die Lösung eingeengt; nach 24stündigem Stehen schieden sich 
Kristalle aus. 

3,226 mg Substanz: 1,759 mg BaSO,. 
4,081 ,, 2 2,231 „ BaSO,. 


Ber.: Ba 32,15. 
Gef.: Ba 32,09. 
Ba 32,17. 


Die gefundenen Werte stimmen überein mit der Analyse des 
Salzes, welches vor dem Kochen mit Barytlauge dargestellt wurde. 
Das Vorhandensein eines Lactons ist daher nicht anzunehmen. 

Es wurde auch- versucht, vom Körper II sowohl ein Hydrazon 
als auch ein Oxim darzustellen. In beiden Fällen war das Ergebnis 
negativ. | | 

Zusammenfassung. 


Der rote Farbstoff aus Dracaena Draco entspricht der Brutto- 
formel C,, H,¿0, und ist eine ungesättigte Verbindung, deren Ozonid 
bei der Spaltung eine Dicarbonsáure C,,H,,0, gibt, so daß die Spal- 
tung sich zwischen dem 12. und 13. bzw. dem 5. und 6. Kohlenstoff 
vollzieht. Bei der Oxydation mit verdünnter Salpetersäure erhält 
man ebenfalls eine Spaltung in eine 12kohlenstoffige Säure und in 
eine 5kohlenstoffige. Die erstere, die wir Dracaensäure benennen, ist 
eine Dodekanketocarbonsáure, die letztere eine Pentacarbonsäure, 
welche wir Dracosäure benennen. ` il 

Weitere Untersuchungen úber diese beiden neuen Sáuren sind 
im Zuge. 


Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XI. Mitteilung?): 
Die Wirkung des Jods auf Hefe. I. 


Von 
K. Scharrer und W. Schwartz. 


(Aus dem Agrikulturchemischen und dem Gärungsphysiologischen Institut 
der Hochschule für Landwirtschaft und Brauerei Weihenstephan 
bei München.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Wie schon aus den bisherigen Mitteilungen hervorgeht, ist es die 
Aufgabe dieser Veröffentlichungsreihe, nach Möglichkeit die Rolle des 
Jods im tierischen und pflanzlichen Organismus zu studieren und den 
Kreislauf dieses Elements durch Boden, Pflanze und Tier zu verfolgen. 
Neben Festlegung der Wirkungen, die es auf die Lebewesen ausübt, 
ist dabei nie die Hauptfrage aus dem Auge zu lassen, ob nämlich das 
Jod bei seinem biochemischen Vorkommen lebenswichtige Aufgaben 
erfüllt und seine Anwesenheit in den Organismen mithin mehr als 
bloß zufällige Bedeutung hat. 


Wichtig erscheint uns das Studium der Einwirkung von Jod auf Hefe. 
Diese gehört zwar bekanntlich zu den besterforschten Lebewesen, doch 
liegt bisher noch keine methodische Bearbeitung dieser Sonderaufgabe bei 
der Hefe vor. Die spärlichen Angaben in der Literatur streifen alle nur 
diesen Gegenstand im Rahmen anderer Fragestellungen. So finden sich 


1) I. Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 265, 1926; II. Mitteilung: eben- 
daselbst 170, 277, 1926; III. Mitteilung: ebendaselbst 170, 300, 1926; 
IV. Mitteilung: ebendaselbst 178, 161, 1926; V. Mitteilung: ebendaselbst 
180, 300, 1927; VI. Mitteilung: ebendaselbst 180, 307, 1927; VII. Mit- 
teilung: ebendaselbst 180, 313, 1927; VIII. Mitteilung: ebendaselbst 180, 
334, 1927; IX. Mitteilung: ebendaselbst 182, 291, 1927; X. Mitteilung: 
ebendaselbst 185, 405, 1927. 
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einige Notizen z. B. bei O. Loew (1) und H. Schulz (2). In neuester Zeit 
berichtete H. Zeller (3) über die Wirkung von Arzneimitteln und Strahlen 
auf die Gärung der Hefe und fand dabei, daß neben anderen Substanzen 
auch Kaliumjodid und Jodtinktur eine Steigerung der Kohlensäurebildung 
bewirken, die namentlich im ersten Falle interessant ist, weil anscheinend 
der Glykogenvorrat der Hefe zu ihrer Erklärung nicht ausreicht. 


Schon die älteren Beobachter bemerkten bei Versuchen über Gift- 
wirkungen die außerordentlich hohe Jodtoleranz der Hefe. Sie übertrifft 
bei weitem die der höheren Pflanzen, soweit wir hierüber durch Stoklasa (4) 
unterrichtet sind. Heute ist dies um so auffälliger, als Untersuchungen am 
Menschen und an tierischen Organismen ein äußerst empfindliches Reaktions- 
vermögen gegenüber kleinsten Jodmengen ergeben haben. 


Dieses abweichende Verhalten ließ es ebenfalls wünschenswert er- 
scheinen, die Wirkungen der Jodverbindungen auf Hefe eingehender zu 
untersuchen. Vor allem mußte einmal die Frage gestellt werden, ob die 
hohe Toleranz nicht etwa darauf beruht, daß dem Jod hier im Gegensatz 
zu unseren Erfahrungen an Tieren überhaupt keine spezifische Bedeutung 
für den Stoffwechsel zukommt. Ihre Beantwortung durch Kultur in ,,jod- 
freier‘‘ Lösung läßt sich ja bei Pilzen leichter durchführen als bei höheren 
Pflanzen. Bei diesen ist Stoklasa (4) zu dem Ergebnis gekommen, daß im 
„vollkommen jodfreien Medium‘‘!) Keimung und Entwicklung wesentlich 
schlechter vor sich gehen als bei Zusatz geringer Jodmengen in Form von 
Kaliumjodid. Besonders die Halophyten sprechen auf Jodzusatz an. Die 
Versuchsdauer war anscheinend bei Kontrollen und Jodpflanzen die gleiche. 


Stoklasa (4) und seine Mitarbeiter haben auch bereits einige Versuche 
mit niederen Organismen angestellt: Kulturen von Azotobacter chroo- 
coccum entwickelten sich üppiger und brachten einen Mehrgewinn an 
Stickstoff, wenn die Nährlösung 0,00005% J als KJ enthielt. Die Ver- 
suchsdauer war auch hier wieder die gleiche wie bei den jodfreien Kontrollen. 


In der vorliegenden Arbeit wird zunächst nur der Einfluß an- 
organischer Jodverbindungen auf die Vermehrung der Hefe behandelt. 
Weitere Mitteilungen über die Wirkung von freiem und organisch 
gebundenem Jod und über den Verlauf der Gärung behalten wir uns vor. 


B. Methodisches. 


Einige Bemerkungen über die Versuchsmethodik mögen hier angegeben 
werden. Als Maßstab für die Jodwirkung diente das Gewicht der Hefeernte. 
Zu seiner Feststellung wurde die Nährlösung nach Beendigung des Versuchs 
durch Goochtiegel filtriert, der Rückstand zweimal mit physiologischer 
Kochsalzlösung gründlich ausgewaschen und im elektrischen Trocken- 
schrank bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Diese Methode der 
Filtration der Hefe hat zwar den unbestreitbaren Nachteil, daß sie lang- 
wierig und zeitraubend ist, besitzt aber dafür bei sorgfältigem Arbeiten 
den Vorteil großer Zuverlässigkeit. Methodische Versuche, die Filtration 


1) Leider macht Stoklasa keine näheren Angaben über die Herstellung 
seiner Nährböden und Nährlösungen. Bei der außerordentlichen Schwierig- 
keit, ein wirklich jodfreies Substrat zu erlangen, wären hier Einzelheiten 
besonders wünschenswert gewesen. 


Jod als biogenes Element. XI. 161 


bei kleinen Nährstoffmengen und geringer Versuchsdauer durch Aus- 
schleudern in Röhrchen zu ersetzen, scheiterten an der Ungenauigkeit dieser 
Bestimmungsart für unsere Zwecke. Als Nährlösung diente meist dunkle 
Brauereiwürze von bestimmtem spezifischen Gewicht. Der Jodgehalt der 
Würze ist so gering — er betrug bei verschiedenen Würzen etwa 0,9 bis 
1,5 y-% —, daß er praktisch vernachlässigt werden kann. Eine synthetische 
Nährlösung hätte manche Vorteile gehabt; verschiedene geprüfte Nähr- 
stoffkombinationen waren jedoch unbrauchbar, weil die sonst vorhandenen 
starken Unterschiede in der Vermehrungstätigkeit nicht in Erscheinung 
traten. (Vgl. Abb. 9.) 

Je 50 ccm klarer Würze wurden in 100-ccm-Erlenmeyerkólbchen ein- 
gefüllt und mit einer bestimmten Jodmenge in Form anorganischer Jod- 
verbindungen versetzt. Sterilisation erfolgte bei gegen Erwärmen weniger 
empfindlichen Jodverbindungen nach dem Einwägen der betreffenden Sub- 
stanz. Bei sehr empfindlichen Stoffen, die auf Erhitzen durch Zersetzung 
reagieren, wie z. B. Jodwasserstoffsäure oder Ammoniumjodid, wurde vor 
dem Zusatz dieser Körper sterilisiert und erst dann unter allen Vorsichts- 
maßregeln der sterilen Behandlung (sterilisiertes, destilliertes Wasser, 
sterilisierte Pipetten) die Einwage der Jodmengen vorgenommen, zumal 
dadurch in gewissen Reihen auch Eiweißfällungen in der Würze auf die 
höheren (nicht weiter benutzten) Jodkonzentrationen beschränkt blieben. 
Um ein einigermaßen klares Bild zu bekommen, mußten die meisten Reihen 
mehrmals durchgeführt werden. Besondere Schwierigkeiten bereiteten die 
hygroskopischen Jodverbindungen, ferner auch die Jodwasserstoffsäure 
infolge ihres wechselnden Gehalts an freiem Jod. Wir beschränken uns in 
einigen Fällen auf die Wiedergabe von Versuchsprotokollen und sehen von 
einer graphischen Darstellung ab, da ein von den übrigen Jodverbin- 
dungen prinzipiell abweichendes Verhalten nicht vorliegt. 

Die Versuchsdauer ist für das angewandte Verfahren ein außerordentlich 
wichtiger Faktor, auf den wir später noch zurückkommen werden. Da 
durch die Jodgaben die Vermehrungsgeschwindigkeit der Hefe stark be- 
einflußt wird, waren zur Klärung der Verhältnisse stets Parallelversuche 
(als a- und b-Reihe bezeichnet) von verschiedener Versuchsdauer notwendig. 
Von einer Bestimmung der Generationsdauer und des Vermehrungskoeffi- 
zienten in jodhaltigen Lösungen sahen wir vorläufig ab. 


Folgende Jodverbindungen!) wurden in ihrer Einwirkung auf die 
Hefevermehrung geprüft: 


Jodwasserstoffsäure, Jodsáure, Perjodsáure, 
Ammoniumjodid, Kaliumjodat, Kaliumperjodat, 
Kaliumjodid, Kaliumbijodat, Natriumperjodat. 
Natriumjodid, Natriumjodat, 

Rubidiumjodid, Rubidiumjodat, 

Caesiumjodid, Calciumjodat, 

Lithiumjodid, 

Magnesiumjodid, 

Calciumjodid, 


1) Die benutzten Chemikalien waren sámtliche Originalpráparate der 
Firmen Merck, Kahlbaum oder Schuchardt. 
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Um bei dem Umfang der geprüften Konzentrationen — sie be- 
wegten sich zwischen */, 000000 und 8% Jodgehalt — überhaupt die 
graphische Darstellung möglich zu machen, haben wir sämtliche Jod- 
prozente fortlaufend mit arabischen Ziffern bezeichnet und diese o 
gleichen Abständen auf der Abszisse eingetragen. Es bedeuten also: 


0. Kontrolle 11. 0,015% Jod 22. 1,5% Jod 
1. 0,000001% Jod 12. 0,020%  ,, 23. 20% » 
2. 0,000005% ,, 13. 0,025% , 24. 25% » 
3. 0,00001 % , 14. 0,05 % , 25. 3,0% „ 
4. 0,00005 % we 15. 0,075% „ 26. 4,0% „ 
5. 0,0001 % » 16.01 % » 27. 5,0% » 
6. 0,0005 % » 17. 0,15 %  ,, 28. 6,0%: 5 
7. 0,001 Soc #5 18. 0,2 % „ 29. 6,5% u 
8. 0,002 Vor 35 19. 0,25 % , 30. 7,0% » 
9. 0,005 BET 20.05 % » 3l. 7,5% » 
10. 0,01 U j 21.10 % » 32. 8,0% » 


Die Kurven sind somit verzerrt, was bedeutungslos ist, da bei 
unseren Betrachtungen ihre geometrische Form keine Rolle spielt. 
Die Erntegewichte in Milligramm ergeben sich aus der Ordinaten- 
teilung. In zahlreichen Fállen wurde vor Versuchsbeginn, ferner nach 
Abschluß der a- und b-Reihe das pg der Nährlösung elektrometrisch 
bestimmt. Da gegenüber den Kontrollen keine wesentlichen Än- 
derungen auftraten, beschränken wir uns nachstehend auf die Wieder- 
gabe einzelner Zahlen: 


Tabelle I. 
| Gebrauchte Näbrlösung 
Jodwasserstoffsäure Frische Nährlösung 
|i asReihe bsReihe 
Konzentration Pa Ä Pu PH 
= —— EE 

Kontrolle 6,1 4,9 | 4,9 
0,0005 % J 6,0 4,9 | 4,8 

0,05 %J 5,3 d 4,7 | 4,7 

Tabelle IT. 
` Gebrauchte Nährlösung 
Calciumjodid Frische Nährlösung 
a»Reihe i b»Reihe 
Konzentration PH | Pu | Pu 
==> SAA E = | Se AA A A 

Kontrolle | DA | 4,3 44 
0.000 019% J 5.5 4.6 4.4 
0,005 2d 5.4 4,6 44 
05 %J | 54 4.5 42 
Su 9% 5,2 43 | 42 
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Tabelle III. 


Gebrauchte Nährlösung 


Kaliumjodat Frische Nährlösung 


Konzentration 


PH 


Kontrolle 


0.000 01% J 5,1 4,2 4,4 
0,002 % J 5,3 4,3 44 
Tabelle IV. 
` Gebrauchte Nährlösung o 
Kaliumperjodat Frische Nährlösung 
a»Reihe bsReihe 
Konzentration | PH PH | Pa 
Kontrolle 5,6 | 4,2 4,5 
0,000 019% J 5,5 44 4,5 
0,0005 % J 5,5 4,3 44 


Die benutzte Hefe war ein Reinzuchtstamm einer untergärigen Bierhefe 
(Weihenstephan R.). Als Einsaatmenge diente je Le cem in voller Gärung 
befindlicher Würze. Die Arbeitsteilung war so, daß der eine von uns den 
chemischen (Scharrer), der andere den biologischen Teil (Schwartz) be- 
arbeitete. 


C. Die Versuche. 


Tabelle V. 
Versuch 5l. Jodwasserstoffsäure. Spez. Gew. 1,0282/15°C. 


Erntegewicht 
a) nach 3 Tagen | b) nach 4 Tagen 


0 Kontrolle 0,1189 0,1360 
2 0,000 005 0,1521 0,1252 
3 0,000 01 0,1233 0,1804 
4 0,00005 | 0,1420 0,1313 
5 | 0,0001 0,1259 0,1197 
7 | 0001 0,1317 0,1198 
9 0,005 | 0,1899 0,1063 
10 0,01 0,1299 0,1311 
13 0,025 0,1355 0,1451 
14 0,05 0,1420 0,1068 
16 0,1 0,1325 0,1125 
19 | 025 0,0264 0,0120 
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Tabelle VI. 
Versuch 44. Kaliumjodid (vgl. Abb. 9). 
Synthetische Nährlösung: 


Monocalciumphosphat. . 0,25% Asparagin. . . . . . . 0,5%, 
Dikaliumphosphat . . . 0,45% Alanin . . ae e 0,5% 
Magnesiumsulfat . . . . 0,21% Glucose. . 2 2 2.2... 8,0% . 


Spez. Gew. = 1,0240/15°C. 


Die fertige Nährlösung wurde kurz sterilisiert, dann filtriert und ab- 
gefüllt. Nach erneutem Sterilisieren blieb sie klar. 


| | Erntegewicht 
Nr. |! Jodgehalt |.) nach 3 Tagen | b) nach 5 Tagen 
| 9 g 


0 Kontrolle 0,0215 
2 0,000 005 0,0180 
4 0,000 05 0,0177 
6 «0,000 5 0,0227 
10 0,01 0,0180 
14 0,05 0,0183 
16 01 0,0215 
20 0,5 0,0169 
21 1,0 0,0183 
23 2,0 0,0153 
26 4,0 0,0101 . 
28 6,0 0,0038 
Tabelle VII. 


Versuch 8. Kaliumjodid (vgl. Abb. 1). Spez. Gew. = 1,0410/17°C. 


| | Erntegewicht 
SES | Joagehalt |a) nach 4 Tagen | b) nach 12 Tagen 


8 Hie 8 g 
1 Kontrolle 0,1690 0,1246 
7 0,001 0,1838 0,1483 
14 0,05 0,1767 0,1332 
16 0,10 0,2124 0.1470 
20 0,50 0,1729 0,1560 
26 4,0 0,0708 0,0799 
32 8,0 0,0203 0,0495 


Nach Abschluß der b-Reihe, also nach 12 Tagen, ergab Aussaat in 
jodfreie Würzegelatine, daß überall noch lebende Hefezellen vorhanden 
waren. Allerdings entstanden bei etwa gleicher Einsaat bei 26 und 32 
wesentlich weniger Kolonien. 
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Tabelle VIII. 


Jodgehalt 


dÉ 


Versuch 19. Natriumjodid (vgl. Abb. 10). 


Erntegewicht 


Kontrolle | 
0,000 01 

0,0001 | 
0,001 | 
0,01 | 
0,025 | 
0,05 
0,1 
0,5 
1,0 
2,0 
4,0 
6,0 


a) nach 3 Tagen | b) n. AU: Tagen 


0,1674 
0,1745 
0,1670 
0,1750 
0,1918 
0,1715 
0,1768 
0,1698 
0,1588 
0,1658 
0,1256 


0,0351. 


0,1669 
0,1531 
0,1567 
0,1649 
0,1440 
0,1606 
0,1441 
0,1670 
0,1562 
0,1136 
0,0743 
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Spez. Gew. = 1,0262/15" C. 


Farbe der Würze bei 28 etwas dunkler. 


Tabelle IX. 
Versuch 53. Ammoniumjodid (vgl. Abb. 3). Spez. Gew. = 1,0281/15* C. 


Ermtegewicht 


a) nach 3 Tagen. b) nach 4 Tagen 


Jodgehalt 


Olo 


Kontrolle | 


0,000005 | 
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Tabelle X. 


Versuch 43. Rubidiumjodid (vgl. Abb. 12). 
Spez. Gew. = 1,0259/15°C. 


0 0,1849 

2 0,1836 

3 0,1827 

4 0,000 05 0,1719 0,1668 

7 0,001 0,1980 0,1713 

9 0,005 0,1966 0,1842 
10 ı 0,01 0,1816 0,1678 
14 0,05 0,1760 0,1776 
16 0,1 0,1857 0,1550 
19 0,25 0,1741 0,1404 
20 0,5 0,1455 — 
21 1,0 0,1298 0,1431 
22 1,5 0,0870 0,1166 
23 20. 0,0748 0,1148 
24 2,5 0,0701 0,0834 
26 40 0,0155 0,0230 

Tabelle XI. 


Versuch 36. Lithiumjodid (vgl. Abb. 11). 
Spez. Gew. = 1,0269/15°C. 


| Erntegewicht 
a) nach 3 Tagen | b) nach 4 Tagen 


Am vierten Tage wurden von 21b und 23b Aussaaten auf Würz- 
gelatine gemacht. In beiden Fällen waren noch lebende Zellen vorhanden 
und ergaben normale Kolonien. 
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Tabelle XII. 
Versuch 29. Caesiumjodid (vgl. Abb. 2). Spez. Gew. = 1,0277/15°C. 
| | Erntegewicht 
Nr. Jodgebalt | a) nach 2 Tagen | b) nach 3 Tagen 
oo g g 
0 Kontrolle — 0,1536 
3 0,000 01 — 0,1892 
5 0,000 1 0,2025 0,1932 
7 0,001 0,2138 0,2077 
10 0,01 0,2066 0,2076 
14 0,05 0,1771 0,1747 
16 0,1 0,0635 0,1592 
19 0,25 0,0119 0,0105 
20 0,5 0,0121 0,0081 
21 0,1 0,0102 0,0075 


Die Würze hatte bei 21 eine etwas dunklere Farbe. 


Versuch 50. 


Tabelle XIII. 
Calciumjodid (vgl. Abb. 13). Spez. Gew. = 1,0279/15°C. 
j Erntegewicht 
Nr. | Jodgehalt |a) nach 3 Tagen | b) nach 5 Tagen 
| Die | g | 8 

0 Kontrolle 0,2178 0,1593 

2 0,000 005 0,1873 0,1553 

2 0,0001 | 0,1759 0,1720 

5 0,0001 0,1996 | 0,1491 

7 0,001 0,1920 0,1571 

9 0,005 | 0,1893 ' 0,1620 
10 0,01 0,2086 0,1759 
14 0,05 | 0.2110 0,1887 
16 | 0,1 | 0,2189 | 0,1809 
19 0,25 (0,2191 ı 0,1759 
20 0,5 | 0,2195 0,1782 
21 1,0 0,2234 : 0,1879 
22 1,5 0,2127 0,1752 
23 2,0 0,2231 0,1818 
26 | 40 0,1183 0,1282 
27 + 5,0 | 0,0964 0,1321 
28 | 6,0 | 0,0713 0,0625 
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Tabelle XIV. 
Versuch 46. Magnesiumjodid (vgl. Abb. 14). Spez. Gew. = 1,0374/15°C. 


Erntegewicht 


EES E e o 
0 | Kontrolle 0,2234 0,1987 
3 0,000 01 0,2049 0,1742 
BI 0,0001 0,1964 0,1847 
7 0,001 0,2091 0,1532 
10 | 0,1 , 0,1997 0,1691 
14 | 0,05 "0,2194 0,2026 
16 0,1 0,1992 0,1885 
20 0,5 0.2000 0,1651 
21 1,0 0,2062 | 0,1805 
23 2,0 n 0,1612 0,1572 
25 8,0 0,1509 | 0,1285 
Op ' 40 100967 | 0,1380 
12 ! 50 | ° | 00987 
Tabelle X V. 


Versuch 18. Jodsäure (vgl. Abb. 4). Spez. Gew. = 1,0260/15° C. 


Erntegewicht 


Nr. en a) n. 21/3 Tagen ' b) n. 31/, Tagen: 

e O O BE SE 
0 Kontrolle | 0,1798 | 0,1733 
3 0.00001 |. 0,1863 0,1699 
4 ` (une 0.1845 0.1699 
5 0,000 1 0,1937 0.1694 
7 © oo 0,1770 0,1716 
10 00 0.1011 0.1064 
13 4 0/02 0.0149 0.0144 


Würze bei 13 etwas dunkler gefärbt. 


Tabelle XVI. 
Versuch 37. Kaliumjodat (vgl. Abb. 5). Spez. Gew. = 1,0248/15°C. 


Erntegewicht 


Ne Jodgehalt a) nach 3 Tagen | b) nach 5 Tagen 
I a. 

O || Kontrolle 0,1954 0,1742 

2 0,000 005 —*) 0,2138 

3 0,000 01 —*) 0,2125 

4 0,000 05 0,1528 — 

5 0,000 1 0,1767 — 

7 0,001 0,1862 0,2277 

9 0,005 0,0022 0,0030 


°) Filtrat trübe. 
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Tabelle XVII. 


Versuch 16. Kaliumbijodat (vgl. Abb. 15). 
Spez. Gew. = 1,0256/15°C. 


Ermtegewicht 


a) nach 3 Tagen | b) nach 5 Tagen 


£ 8 


D Filtrat trúbe. 


Tabelle XVIII. 


Versuch 20. Natriumjodat (vgl. Abb. 18). 
Spez. Gew. = 1,0264/15% C. 


E Erntegewicht 
EE 
Nr. Jodgehalt | > nach 3 Tagen : b) nach 4 Tagen 
male _ 
O | Kontrolle 0,1958 | 0,1467 
3 0,000 01 0,1820 0,1629 
5 o 0.000 1 0,1834 | 0,1262 
7 0.001 0,1598 0,0363 
10 001 0,0521 0,0095 
14 | 005 , 0,0136 0,0082 
Tabelle XIX. 


Versuch 55. Rubidiumjodat (vgl. Abb. 16). 
Spez. Gew. = 1,0280/15°C. 


i 


Emtegewicht 


al 
il 
| a 
Nr. | Jodgehalt oi nach 3 Tagen  b) nach 4 Tagen 
. | Oo il g g o 
0 Kontrolle 0,2014 | 0,1780 
2 0.000005 | 0.1776 "OI 
3 0,00001 || 01898 > 0.1663 
4 | 0.00005 1 0,1861 | 0,1627 
5 | oor || wm | 0,1846 
7 om ` 01844 | 01799 
9 0,005 | 0.2085 0.1830 
10 0,01 | 0.1959 | 0,1090 
13 0,025 | 0,0069 ; 0,0830 
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Tabelle XX. 
Versuch 28. Calciumjodat (vgl. Abb. 6). Spez. Gew. = 1,0270/15°C. 


Erntegewicht 


Nr. | Jodgehalt 


| dÉ 


a) n. 11/3 Tagen b) n. 21/3 Tagen 


0 0,1011 

3 0,000 01 0,1105 0,1925 

4 0,000 05 0,1085 0,1800 

5 0,0001 0,1058 0,1800 

7 0,001 0,1088 0,1557 
10 0,01 0,0173 0,0139 
14 0,05 = 0,0138 


Von 0,1% an bleibt ungelöster Bodensatz. 


Tabelle XXI. 
Versuch 41. Perjodsäure. Spez. Gew. = 1,0256/15°C. 


a) nach 2 Tagen | b) nach 3 Tagen 


0 jK 0,1453 0,1597 
1 0,1381 0.1712 
2 0,000 005 0,1660 0,1904 
3 0,000 01 0,1806 0,1628 
4 0,000 05 —*) 0,1784 
5 | 0,0001 0,1568 0,1798 
7" 0,001 0,1854 0,1756 
9 0,005 | 0,1692 0,1836 
10 | 0,01 0,0870 0,1135 
*) Filtrat triibe 
Tabelle XXI1. 


Versuch 4711, Kaliumperjodat (vgl. Abb. 17). Spez. Gew. = 1,0272/15°C. 


| Erntegewicht 
Nr. Jodgehalt a) nach 3 Tagen | b) nach 4 Tagen 
ar Bar I = 


0 Kontrolle | 0,1542 0,1529 
2 0,000 005 0,1741 0,1605 
3 0,000 01 0,1537 0,1504 
4 0,000 05 0,1512 0,1386 
5 0,000 1 0,1432 0,1519 
7 0,001 0,1568 0,1458 
9 0,005 ı 0,1636 0,1659 
10 0.01 0,1749 0,1551 
14 0,05 | 0,0043 0,0095 
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Tabelle XXIII. 
Versuch 22. Natriumperjodat (vgl. Abb. 19). Spez. Gew. = 1,0263/15° C. 


| Erntegewicht 


Nr. Jodgehalt | „) nach 3 Tagen | a) nach 5 Tagen 


Kontrolle ' 0,1563 


0 | , 0,1411 
3 0,000 01 0,1473 ' 01315 
5 0,0001, 0,1561 | 0,1328 
7 0,001 1 0,1324 0,1195 
10 ! 00 "0.1659 0,1281 
14 | 0.05 ¿ 0,0741 0.0555 
16 01 = (0,0525) 


Im allgemeinen ist zu den angegebenen Tabellen und Abbildungen!) 
folgendes zu bemerken: Fast überall beobachteten wir neben der bei 
höheren Konzentrationen einsetzenden völligen Hemmung oder Ver- 
giftung bei niederen Konzentrationen eine ausgesprochene Reizwirkung, 
die in einem Ansteigen der Erntegewichte über die Kontrolle zum 
Ausdruck kommt. Der ideale Kurvenverlauf wäre also so, daß zunächst 
bei den niedersten Konzentrationen ein Anstieg bis zu einem je nach 
der Giftigkeit der betreffenden Verbindung verschieden gelegenem 
Maximum einsetzt, und daß dann ein mehr oder weniger steiler Absturz 
entsprechend der zunehmenden Giftwirkung folgt. Wir verweisen auf 
Kaliumjodid (Abb. 1), Caesiumjodid (Abb. 2), Ammoniumjodid (Abb. 3), 
Jodsäure (Abb. 4), Kaliumjodat (Abb. 5), Calciumjodat (Abb. 6). Im 
einzelnen treten jedoch häufig Abweichungen auf, da kleine Fehler- 
quellen bei solchen Versuchen schwer zu vermeiden sind. 

Den Erscheinungen der Stimulation ist in den letzten Jahren von 
mancher Seite eine übertriebene Bedeutung zugemessen worden. Wir 
werden uns im vorliegenden Falle zu fragen haben, ob die ‚Stimulation‘ 
der Vermehrungstätigkeit nur eine Funktion der Versuchsdauer ist, 
d. h. ob infolge verschiedener Vermehrungsgeschwindigkeit in jodfreier 
und jodhaltiger Würze die Erhöhung des Erntegewichts nur vor- 
getäuscht wird, oder ob etwa bei Jodzusatz tatsächlich eine bessere 
Ausnutzung der gegebenen Nährstoffmengen zu einer absoluten Er- 
höhung des Erntegewichts gegenüber den Kontrollen führt. 

Darüber gibt folgender Versuch Aufschluß: 

In je acht Wiirzekólbchen ohne Jodzusatz, mit 0,0001, 0,01, 3 
und 6,5% Jod in Form von Jodkalium wurde am ersten, zweiten, 
dritten und vierten Tage nach Zusatz der gärenden Hefe das Ernte- 
gewicht bestimmt. Das Ergebnis zeigt Tabelle XXIV. 


1) Die Abbildungen befinden sich am Schluß der Arbeit. 
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Tabelle XXIV. 


Mittleres Erntegewicht nach 


Jodgehalt 
Kontrolle en ge 0,0520 0,1456 
0,0001 | 0 ‚0484 0,1314 
0, ‚91 O, ‚0507 0,1610 
0, 0526 0,1104 
d 5 | 0, ‚0179 0,0554 


= Noch deutlicher .geht aus der graphischen Darstellung (Abb. 7) 
hervor, daß bei Berücksichtigung der ganzen Versuchsdauer nirgends 
das ‚maximale Erntegewicht“*) der Kontrolle ‚Ohne Jodzusatz“ 
übertroffen wird. Dasselbe Ergebnis erhielten wir bei einem Versuch 
mit Kaliumjodat (Abb. 8)?). Demnach scheint also der Jodzusatz nur 
auf die Vermehrungsgeschwindigkeit zu wirken. Auffällig ist es, daß 
in dem Jodkaliumversuch in allen Konzentrationen das maximale 
Erntegewicht am dritten Tage erreicht wurde. Eine Stellungnahme 
zu Ludwigs (5) Versuchen über das Bestehen einer asymmetrischen, 
mehrgipfligen Wachstumskurve ist natürlich nicht möglich, da hierzu 
die Intervalle wesentlich enger liegen müßten. Manche Unregelmäßig- 
keiten im Kurvenverlauf ließen sich indessen vielleicht damit erklären, 
daß für einzelne Kólbchen bei Versuchsabschluß gerade eine solche 
Vermehrungsdepression bestand. 


In der Pflanzenphysiologie ist die Tatsache, daß die Wirkung einer 
chemischen Verbindung in Abhängigkeit von ihrer Konzentration ganz 
entgegengesetzt sein kann, bereits seit langem bekannt. Schon Raulin (6), 
Loew (7) und Nägeli (8) haben die anreizende Wirkung von Giftstoffen in 
geringsten Konzentrationen beobachtet; Nägeli hat sie als ,,oligodynamische 
Wirkung‘ bezeichnet. Seitdem sind in zahlreichen Arbeiten mit den ver- 
schiedensten pflanzlichen Organismen und chemischen Verbindungen die 
Angaben der genannten Forscher immer wieder bestätigt worden. So ist 
es nicht weiter verwunderlich, daß auch die Jodverbindungen — wie es 
z. B. für Jod und Jodkalium auch H. Schulz (9) erwähnt hat — hier- 
von keine Ausnahme machen. Teilweise ist diese Wirkung allerdings 
auch durch die Kationen mitbedingt. In der Biochemie und Medizin werden 
diese Erscheinungen als „Arndt-Schulzsches Gesetz‘‘ bezeichnet. 
R. Arndt (10) hat ihm zuerst im Jahre 1885 folgende Fassung gegeben: 


1) Diese „maximalen Erntegewichte‘‘ können natürlich bei einem 
24stündigen Intervall nur durch Zufall die tatsächlichen maximalen Werte 
treffen! — An sich wäre diese Art der Versuchsanstellung der im übrigen 
angewendeten vorzuziehen, weil sie einen genaueren Einblick in den Gang 
der Vermehrung gibt. Der erforderliche Mehraufwand an Zeit und Material 
ließ jedoch eine Durchführung in größerem Maßstab nicht zu. 

2) Alkohol als begrenzender Faktor kommt dabei nicht in Frage. 
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„Zu den wesentlichsten Eigenschaften des Protoplasmas gehört seine Reiz- 
barkeit, die sich in größerer oder geringerer Beweglichkeit, wenn auch 
nur seiner kleinsten Bestandteile untereinander, zu erkennen gibt. Und in 
dieser Beziehung gilt nun durchaus: Schwache Reize fachen sie an, mittel- 
starke beschleunigen sie, starke hemmen und stärkste heben sie oul", Diesen 
letzten Satz hat Arndt später mit dem Namen ,,Biologisches Grundgesetz“ 
bezeichnet. Belege dafür erbrachte dann H. Schulz (11). Ohne auf die 
weitere Entwicklung einzugehen, sei nur auf die Stellungnahme A. Biers (12) 
hingewiesen, der den Wert der Arndt-Schulzschen Betrachtungen nicht 
in ihrer allgemeinen Aufstellung als „Gesetz“, wohl aber als „Regel“ 
gelten lassen will. 


Die Beweiskraft der Schulzschen Versuche wird auf Grund von exakten 
Versuchen über Gärung und Atmung der Hefe [Zeller (3), Meier (13)] 
lebhaft bestritten (15). Immerhin scheinen viele Tatsachen auch aus der 
allgemeinen Physiologie und Pathologie für das Bestehen einer solchen 
Beziehung zu sprechen. 


Was die Wirkung des Jods auf die Vermehrungstätigkeit der Hefe 
betrifft, so fassen wir nochmals kurz zusammen, daß hier tatsächlich 
bei niederen Konzentrationen eine ‚„Anfachung der Lebenstätigkeit‘ 
in der rascheren Vermehrung zum Ausdruck kommt. Darin liegt 
also eine Bestätigung der Arndt-Schulzschen Regel. Eingeschränkt 
wird sie dadurch, daß die tatsächlichen maximalen Ernten bei Berück- 
sichtigung des Zeitfaktors auch unter Jodwirkung nicht über die 
Kontrollernten hinausgehen. Bei Verwendung einer synthetischen 
Nährlösung!) liegen die Erntegewichte wesentlich niedriger, und durch- 
weg geht die Vermehrung langsamer vor sich. Der Jodgehalt dieser 
Nährlösung betrug nur 0,7y-%. Auch bei Zusatz geringer Mengen 
Kaliumjodid (Abb. 9) änderte sich das Verhalten nicht. 

In Stoklasas (4) Versuchen wuchsen, wie schon erwähnt, die 
Pflanzen in ,,jjodfreiem“ Substrat schlechter als bei Jodzusatz. In 
unserem Falle betrug im günstigen Nährmedium (Würze) der natürliche 
Jodgehalt 0,9 bis 1,5y-%. Diese Menge ist so verschwindend klein, 
daß sie wohl sogar für höher empfindliche tierische Organismen unter- 
halb der Wirkungsschwelle liegen dürfte. Durch Jodzusatz war besten- 
falls eine Beschleunigung der Vermehrungsgeschwindigkeit zu erzielen, 
wie sie auch durch Zusatz anderer Gifte erreicht werden kann. In der 
weniger günstigen, synthetischen Nährlösung blieb innerhalb der 
Versuchsdauer auch dieser Effekt aus. Demnach scheint dem Jod im 
Stoffwechsel der Hefe keine wesentliche Bedeutung zuzukommen. 

Jedoch findet, wie dies auch bei anderen pflanzlichen Organismen 


bekannt ist, in der Hefe eine Jodspeicherung statt. Die Zahlen der 
Tabelle XXV geben darüber Aufschluß 3). 


1) Zusammensetzung siehe Tabelle VI. 
2) Für Mitarbeit bei den Analysen danken wir Herrn Dr. J. Schwaibold 
such an dieser Stelle. 
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Tabelle XXV. 
| | Jodgehalt 
l a geimpft Trocken: REIT 
mit je ropfen ewicht in der Hefe | im letzten 
Nr. (= etwa Lan ccm) Behandlung der Hete er Hefe | (Trocken» Wasch» 
gärender Würze substanz) wasser 
g Yelo 


AA aller nn | 
1000 cem Würze mit || Abfiltriert und mit | 
| 267 | al — 


0,9 Dia Jod (natür- 4| dest. Wasser auf der 
licher Jodgehalt) | Nutsche ausgewasch. | 
m0 mem wa. d Abfiltriert und durch ly II 
1000 eem Würze e | 
e -stündiges Schütteln 
m nn lo Jod | in dest. Wasser aus- | 2,34 
gewaschen | 
a) Abfiltriert | 
und viermal durch 
Schütteln in kaltem | 2,46 81 (?) — 


3 [2000 cem Würze mit J| dest. Wasser aus- 
gewaschen 


0,5 ia Jod als KJ b) Abfiltriert | 
2,84 


und viermal durch 133 2 


Schúttelu in Wasser 
wer | von 55°C ausgewasch. 
4 | 4000 cem Würze mit I a) wie bei 3a 4,00 340 2 
12,5% Jod als KJ b) wie bei 3b 301 ¡ 140 | 1,1 


Spezifisches Gewicht der Würze überall 1,0339 (15% C). 


Bei den hohen Konzentrationen gelang es nicht, das Waschwasser 
vóllig jodfrei za bekommen. Besonders auffállig ist die Abnahme des Jod- 
gehalts der Hefe beim Waschen mit warmem Wasser. Es scheint, daß ein 
Teil des Jods nur locker gebunden ist und bereits durch diese Behandlungs- 
weise herausgelöst wird. Weitere Versuche sollen Aufklärung über die Art 
der Jodbindung in der Hefe geben. 


Wir setzen nun die Betrachtung der Kurven fort. Wie schon 
erwähnt, erfolgte jeder Versuch in zwei parallelen Reihen (a- und 
b-Reihe), die mit 1 oder 2 Tagen Zwischenraum geerntet wurden. 
Neben der Vermehrungsgeschwindigkeit beeinflußt besonders das 
Einsetzen der Autolyse das gegenseitige Verhältnis beider Kurven. 


Das vorhandene Material läßt sich vorläufig in drei Gruppen 
ordnen: 


a) Anfangs verläuft die b-Kurve unter der a-Kurve, bei höheren 
Jodkonzentrationen, in denen die Giftwirkung bereits in Erscheinung 
tritt, erfolgt eine Überkreuzung. Bei geringem Jodgehalt findet die 
Vermehrung wie bei der Kontrolle sehr rasch ihren Abschluß, dann 
setzt die Autolyse ein und bewirkt bei b bereits wieder eine Abnahme 
der Ernten. Bei höheren Jodkonzentrationen ist die Sprossung ver- 
langsamt, hält dafür aber länger an, so daß b gegenüber a noch eine 
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Zunahme zeigt. Diesem Typ folgt die Mehrzahl der geprüften Jod- 
verbindungen. Er findet sie bei den Jodiden des Kaliums (Abb. 1), 
Natfiums (Abb. 10), Ammoniums (Abb.3), Lithiums (Abb. 11), 
Caesiums (Abb.2), Rubidiums (Abb. 12), Calciums (Abb. 13) und 
Magnesiums (Abb. 14), ferner beim Rubidiumjodat (Abb. 15) und bei 
der Perjodsäure (Tabelle XXI); beim Kaliumbijodat (Abb. 16) und 
Kaliumperjodat (Abb. 17) erreicht die Überkreuzung geringe Werte. 
Unsicher bleibt die Zugehörigkeit von Jodwasserstoffsäure (Tabelle V), 
Jodsäure (Abb. 4) und Natriumperjodat (Abb. 18). 

b) Bei Natriumjodat (Abb.19) verläuft die b-Kurve dauernd 
unter der a-Kurve. Eine Verzögerung der Sproßtätigkeit scheint also 
auch bei den höheren Konzentrationen nicht zu erfolgen. 

c) Im Gegensatz dazu liegt bei Kaliumjodat (Abb. 5) die b-Kurve 
in ihrem ganzen Verlauf über der a-Kurve und bringt damit an- 
scheinend eine starke Verzögerung der Vermehrungstätigkeit zum 
Ausdruck. Der Kontrollwert der a-Reihe lag mit etwa 195 mg allein 
über b (Tabelle XVI), wie es ja auch erwartet werden mußte. Es mag 
jedoch erwähnt werden, daß das Verhalten verschiedener K JO, Reihen 
nicht völlig übereinstimmte, ebenso ist es auch noch unsicher, ob 
Calciumjodat zu dieser Gruppe gehört, da in dem wiedergegebenen 
Versuch (Abb. 6) die Versuchsdauer bei der a-Reihe nur 1%, Tage betrug. 

Die Giftigkeit des Jods steht in Beziehung zu seiner chemischen . 
Bindung. Nach zunehmender Giftigkeit geordnet, erhalten wir folgende 
Anionenreihe: 

J' < JO, < JO}. 

Innerhalb dieser Gruppen macht sich der Einfluß der Kationen 

etwa in folgender Weise geltend : 

Jodide: K` < Na < NH, < Rb < Li < Cs, 

Ca < Mg” 

Mg entspricht etwa NH,, Ca” steht zwischen K' und Na. 

Jodate: Na <Rb<K, 
Ca” steht zwischen Rb und E. 

Perjodate: Na < K`. 
Kaliumjodat weicht stark vom Bijodat ab, das weniger giftig ist. Kalium- 
jodid hat von allen geprüften Verbindungen bei höheren Konzentrationen 
die geringste Giftwirkung. Noch bei 8% Jod = 10,46 %, Kaliumjodid 
erfolgte deutliche Vermehrung, die vergorene Würze enthielt noch 
nach 12 Tagen lebende Hefezellen. 


. Theoretisch ist zu erwarten, daß die entquellend wirkenden Kationen 
ene geringere Giftwirkung als die stark quellenden zeigen; so gibt auch 
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Kaho (14) nachstehende Reihe der abnehmenden Giftwirkung, die der 
Permeabilitätsreihe entspricht: 
| K` > Na’ > Mg” > Ba” > Ca”. ; 
In unserem Falle sind unter dem Einfluß von Konzentration und 
Reaktion Übergangsreihen entstanden, teilweise hat auch eine Umkehr der 
normalen Reihen stattgefunden. 


D. Zusammenfassung. 


1. Anorganisch gebundenes Jod wirkt in geringen Konzentrationen 
beschleunigend auf die Vermehrungstätigkeit der Hefe. 

2. Eine Stimulation im Sinne einer tatsächlichen Erhöhung des 
maximalen Erntegewichts war dagegen nicht nachweisbar. 

3. Die Hefe ist imstande, Jod zu speichern. Ein Teil des Jods 
scheint nur in lockerer Bindung festgehalten zu werden. 

4. Nach den bisherigen Versuchen kommt dem Jod keine wesent- 
liche Bedeutung für den Stoffwechsel der Hefe zu. 


E. Abbildungen. 
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Abb. 2. Versuch 29: Caesiumjodid. Abb. 3. Versuch 53: Ammoniumjodid. 
a nach 2, b nach 3 Tagen. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Abb. 4. Abb. 5. Abb. 6. 
Versuch 18: Jodsäure. Versuch 37: Kaliumjodat. Versuch 28: Calciumjodat. 
a nach 21/3, b nach 31/3 Tagen. a nach 3, b nach 5 Tagen. a nach 11/3, bd nach 21/7 Tagen. 


Abb.8. Versuch 56: Kaliumjodat. 
Kontrolle. _ -.---- 0,00001 0/9 Jod. 
——- 0,001 Blo Jod. --------- 0,002 0/7 Jod. 


Rbb. 7. Versuch 42: Kaliumjodid. Abb. 9. 
— Kontrolle. —---— 0,00019/7 Jod. Versuch 44: Kaliumjodid (synthetische Nährlösg.). 
- - - (0,01 Blo ra SES 30], Jod. a nach 3, b nach 5 Tagen. 
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Abb. 10. Versuch 19: Natriumjodid. a nach 3, b nach 51/2 Tagen. 
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Abb. 11. Versuch 36: Litbiumjodid. 
a och 3, b nach 4 Tagen. 


234 7 I0 A 7%  DZZA Y 


Abb. 12. Versuch 43: Rubidiumjodid. 
a nach 31/3, b nach Al: Tagen. 


23 A 7 37% N 16 BAB EB 
Abb. 13. Versuch 50: Calciumjodid. a nach A b nach 5 Tagen. 
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Abb. 14. Versuch 46: Magnesiumjodid. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17. 
Versuch 55: Rubidiumjodat. Versuch 16: Kaliumbijodat. Versuch 4711: Kaliumperjodat. 
d nach 3, b nach 4 Tagen. a nach 3, b nach 5 Tagen. a nach 3, b nach 4 Tagen. 


© 
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Abb. 18. Abb. 19. 
Versuch 22: Natriumperjodat. Versuch 20: Natriumjodat. 
a nach 3, b nach 5 Tagen. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Abb. 11. Versuch 36: Litbiumjodid. Abb. 12. Versuch 43: Rubidiumjodid. 
a nach 3, b nach 4 Tagen. a nach 31/3, b nach Al: Tagen. 
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Abb. 13. Versuch 50: Calciumjodid. a nach A b nach 5 Tagen. 
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Abb. 14. Versuch 46: Magnesiumjodid. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Versuch 55: Rubidiumjodat. Versuch 16: Kaliumbijodat - Versuch 4711: Kaliumperjodat. 
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Abb. 18. Abb. 19. 
Versuch 22: Natriumperjodat. Versuch 20: Natriumjodat. 
a nach 3, b nach 5 Tagen. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Abb. 11. Versuch 36: Litbiumjodid. Abb.12. Versuch 43: Rubidiumjodid. 
a nıch 3, b nach 4 Tagen. a nach 31/3, b nach 41/, Tagen. 
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Versuch 20: Natriumjodat. 
a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Milchsäure in Phanerogamen. 


Von 
G. B. van Kampen. 


(Aus der Reichslandwirtschaftlichen Versuchsstation zu Wageningen, 
Holland.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


Neuerdings hat Prof. Dr. A. J. Kluyver in Delft (Holland) meine 
Aufmerksamkeit auf die interessanten Untersuchungen C. Neubergs 
und seiner Mitarbeiter über das Vermögen tierischer und pflanzlicher 
Gewebe, aus Methylglyoxal Milchsäure zu bilden?), gelenkt. 

Diesen Untersuchungen zufolge ist es kein Zweifel, daß dieser 
Vorgang als ein enzymatischer zu betrachten ist. Das in Rede stehende 
Ferment ist von Neuberg mit dem Namen Ketonaldehydmutase belegt. 

Nachdem in Bakterien und noch früher in tierischen Geweben die 
Ketonaldehydmutase aufgefunden worden war, haben Neuberg und 
Mitarbeiter!) ihre Untersuchungen auf Phanerogamen (Erbsen, Puff- 
bohnen und Lupinen) und in letzter Zeit auch auf Hefen und Trocken- 
hefe ausgedehnt. 

Bemerkenswerterweise konnte in jenen Samen und Mikroben 
das milchsäurebildende Ferment in reichlicher Menge ermittelt werden. 

Seit mehr als einem Jahrzehnt hat also Neuberg die Ansicht ver- 
treten, daß die Milchsäure als Stabilisierungsprodukt des Methyl- 
glyoxals anzusprechen ist. Ohne Zweifel ist es ein wichtiges Problem, 
wie Neuberg sagt, „ob in der ganzen belebten Natur eine einheitliche 
Bedeutung der Milchsäure zur Geltung kommt und ob ihr haupt- 
sächlicher Bildungsmechanismus überall als ähnlich vorausgesetzt 
werden darf“. 

Das Vorkommen der Ketonaldehydmutase darf wenigstens nahezu 
als omnizellulär gelten. 


1) C. Neuberg und @. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 178, 358, 1926. 
C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 182, 470, 1927. 
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Bei diesen Ergebnissen der erwähnten Untersuchungen kann 
man sich mit Neuberg lediglich über die Tatsache wundern, daß bisher 
die Milchsäure selbst nur sporadisch in der höher organisierten Pflanzen- 
welt aufgefunden worden ist, und ferner darüber, daß ‚selbst für das 
bloße Vorkommen von Milchsäure bei grünen Pflanzen nur dürftige 
und unsichere Unterlagen vorhanden sind“. 


Gelegentlich meiner eigenen Untersuchungen über die chemische 
- Zusammensetzung giftiger Bucheckernkuchen!) habe ich gefunden, 
daß in den Bucheckern eine reichliche Menge racemischer Milchsäure 
vorkommt, und zwar in Form des Magnesiumsalzes, Met, HO 
+ 3 H,O, und ich machte auch damals auf die wenigen Daten in der 
Literatur über die Verbreitung der Milchsäure in den Pflanzen auf- 
merksam. Nachher habe ich die Milchsäure, und zwar ebenfalls in 
racemischer Form, aufgefunden in Baumwollsamenmehl und in extra- 
hiertem Sojamehl?), aus welchem Befund hervorgeht, daß tatsächlich 
die Milchsäure allgemeiner verbreitet ist, als bisher bekannt gewesen ist. 


Die Untersuchung der beiden oben genannten Mehle war veranlaßt 
durch die Tatsache, daß nach der Verfütterung sich Krankheits- 
erscheinungen beim Vieh einstellten, und zwar im Falle des Sojamehls 
durch das Auftreten der in Deutschland wohlbekannten Dürener 
Krankheit. | 


Beachtenswert ist gewiß, daß auch im Sojamehl die Milchsäure 
als Magnesiumsalz vorkommt. 


Die Analyse des gereinigten und aus Wasser umkristallisierten 
Salzes, das aus den wässerigen Extrakten des Sojamehls isoliert wurde, 
gab folgende Resultate, welche recht gut mit den berechneten Werten 
stimmen: 

Mg(C,H,O,) + 3H,0. Ber.: H,O 21,06%, MgO 15,72%; 
gof.: H,O 21,03% MgO 15,71%. 


Längere Zeit habe ich mich vergeblich bemüht, festzustellen, in 
welcher Form sich die Milchsäure in den Baumwollsamen vorfindet. 
Die wässerigen Extrakte des Baumwollsamenmehls, die ich nach 
Reinigung mit Bleiacetat und Fällung des Bleiüberschusses mit Schwefel- 
wasserstoff erhielt, wurden nämlich beim Eindampfen in hohem Maße 
viskös, und es gelang mir nicht, dieselben zur Kristallisation zu bringen. 
Außerdem war ein Teil des Bleisulfids kolloidal in Lösung geblieben. 
Wurde aber die Lösung mit einem gleichen Volumen 96 %,igen Alkohols 
versetzt, so hatte sich nach längerem Stehen aus derselben eine dunkle 


1) Inauguraldissertation Delft 1925, S. 47f. 
2) G. B. van Kampen, Verslagen van landbouwkundige onderzoekingen 
der Rykslandbouwproefstations 1926, Nr. 31. 
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Kristallmasse abgeschieden, welche nach Aufstreichen auf einer porösen 
Platte viele weiße Kristallkörner zeigte. 

Mikrochemisch hatten diese Kristalle eine sehr große Ähnlichkeit 
mit dem Magnesiumlactat aus dem Sojamehl. Bisher habe ich die 
aus Wasser umkristallisierte Verbindung nur einer qualitativen Prüfung 
unterwerfen können. Die Asche gab eine starke Mg-Reaktion. Ein 
Teil der Lösung des Salzes mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert 
und mit Äther ausgeschüttelt, hinterläßt nach Abdampfen des Äthers 
einen farblosen, sirupösen Rückstand, der mit Kobaltacetat und mit 
Zinkcarbonat schöne mikrochemische Milchsäurereaktionen liefert. 

Obgleich ich noch nicht über quantitative Beleganalysen verfüge, 
erscheint es mir außer Zweifel, daß auch in den Baumwollsamen die 
Milchsáure sich als Magnesiumsalz, Mg(C,H,O,), + 3 H,O, vorfindet. 
Es zeigt sich also eine bemerkenswerte Analogie in der Bindungsform 
der Milchsäure in Bucheckern, Sojabohnen und Baumwollsamen. 

Schon weit früher hat Habermann!) bei Tausendgüldenkraut 
(Erythraea Centaurium) die Anwesenheit von Milchsäure ebenfalls in 
Form des Magnesiumsalzes beobachtet. 

Ich behalte mir vor, weitere Ölsamen, deren Preß- oder Extraktions- 
rückstände für Viehfütterungszwecke Anwendung finden, auf die 
Anwesenheit von Milchsäure zu prüfen. Weiter wäre es in hohem Maße 
interessant, zu ermitteln, ob in den oben genannten Samen. auch das 
Stoffwechselferment Ketonaldehydmutase vorkommt, um über den 
Bildungsmechanismus der in den Ölsamen aufgespeicherten Milchsäure 
nähere Auskunft zu erhalten. | 


1) Chem.-Ztg. 80, 40, 1906. 


Über das Vitamin C im frischen Grase 
(Lolium perenne; englisches Raigras) und über das Gewicht 
verschiedener Organe beim Skorbut. 


Von 
E. Brouwer. 


(Aus der physiologischen Abteilung des EE in 
Hoorn, Holland.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch Versuche mit einsiliertem Grase aus drei Gruben wurden 
wir schon vor einigen Jahren davon überzeugt, daß das holländische 
einsilierte Gras, das fast ohne Ausnahme in untiefen, unbekleideten 
Gruben oder in Diemen auf flachem Boden konserviert wird, wenig 
Vitamin C enthält!). Nachher haben wir den Versuch noch mehrere 
Male wiederholt; immer mit demselben Erfolg. Im Winter sind also 
andere Futtermittel (Rüben und ähnliche) wahrscheinlich besser als 
Grassilage dazu geeignet, eine vitamin-C-reiche Milch zu erzeugen. 

Nun nimmt man allgemein an, daß frische, grüne Pflanzenteile 
(also auch das frische Gras) viel Vitamin C enthalten. Bei dem Durch- 
sehen der Literatur zeigte es sich, daß das Gras noch sehr wenig unter- 
sucht worden ist, obwohl in vielen Ländern kein anderes Futtermittel 
in solchen großen Mengen wie das Gras benutzt wird. Wir fanden 
nämlich nur eine Angabe: nach Vedder?) genüge 5 g grünes Gras pro 
Tag, um bei Meerschweinchen Skorbut vorzubeugen. Es schien uns 
wichtig, diese Angabe bei einer der in Holland wachsenden Grasarten 
nachzuprüfen, weil der Vitamingehalt eines Futtermittels, je nach 
den Umständen, sehr verschieden sein kann (Gegend, Klima, Jahreszeit 
und viele andere Faktoren). Zu gleicher Zeit wäre dann die Frage be- 
antwortet, ob bei der Einsilierung eine erhebliche Vernichtung des 
Vitamins stattfinde oder nicht. 


1) Siehe vorläufige Mitteilung in ,,Verslag over het jaar 1924 der 
Vereeniging tot exploitatie eener Proefzuivelboerderij te Hoorn”. 

2) Vedder, Military. Surg. 49, 133, 502, 1921 (referiert nach: Experiment 
Station Record 48, 865, 1923). 
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Technik. 


Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen benutzt. Nun haben 
Versuche mit diesen Tieren eigentümliche Schwierigkeiten. Denn erstens 
sind die Tiere in ihrer Nahrung ziemlich wählerisch und zweitens ist die Zahl 
der Jungen in einem Wurfe ziemlich klein; meistens nur zwei, bisweilen 
ein oder drei; selten vier oder fünf. Für einen Versuch mit z. B. acht Ver- 
suchstieren braucht man also meistens alle Tiere von vier Würfen; das 
Versuchsmaterial ist also nicht ganz gleichartig. Um den Fehlern, die dadurch 
vielleicht entstehen könnten, vorzubeugen, wurden (ausgenommen in einem 
ersten orientierenden Versuch) die Experimente in der Weise ausgeführt, 
daß aus jedem Wurfe eines der beiden Tiere nur das Grundfutter (abgewogene 
Mengen!) bekam, während das andere außerdem noch eine gewisse Menge 
frisches englisches Raigras erhielt. Der große Versuch mit acht Meer- 
schweinchen wurde also in vier kleinere mit je zwei Tieren verteilt. 
Auch im weiteren Verlauf des Versuchs wurde an dieser Verteilung fest- 
gehalten. Wenn es z. B. nötig war, das Grundfutter von einem der Tiere 
(z. B. durch geringen Appetit) etwas zu ändern, so wurde immer bei dem 
zweiten Tiere dieselbe Änderung angebracht. Es hat sich in solchen Fällen 
nicht praktisch gezeigt, auch bei den anderen Paaren das Futter in derselben 
Weise zu ändern. Bei einer größeren Zahl von Versuchstieren gibt es 
nämlich oft eins, das schlecht frißt. Wenn das der Fall war, so wurde dafür 
gesorgt, daß auch das zweite Tier dieses Paares weniger Futter empfing; 
und damit wurde fortgefahren, bis eine Besserung des Appetits eintrat oder, 
wenn das nicht der Fall war, bis der Versuch mit diesem Paare abgebrochen 
werden mußte. Unter diesen Umständen war es natürlich ein Vorteil, daß 
die Unterversuche mit den anderen Paaren ungestört fortgesetzt werden 
konnten. 

Allmählich, als wir die Eigentümlichkeiten der Versuchstiere besser 
kennenlernten, ist das Abbrechen der Versuche, wie oben gemeint, seltener 
geworden; aber es hat doch nicht ganz aufgehört. Es ist unsere Erfahrung, 
daß Meerschweinchen gewisse Futtermittel schlecht fressen, wenn sie nicht 
daran gewöhnt sind, und diese Gewöhnung gelingt desto schlechter, je 
nachdem die Tiere älter werden. Das ist einer der Gründe, daß bei den 
späteren Versuchen Tiere von nur 200 bis 300 g genommen wurden, die wir 
in einer „‚Vorperiode‘“ zuerst an das Futter gewöhnten. 

Die Verhältnisse waren auch in anderen Hinsichten für beide Tiere 
jeden Paares genau dieselben; nur das zu untersuchende Gras bildete die 
einzige Ausnahme. Jeden Morgen wurden die Tiere gewogen, ebenso die 
Nahrungsrückstände des vorigen Tages und die frischen Rationen. Jedes 
Versuchstier befand sich ganz allein in einem Käfig von galvanisiertem 
Eisendraht (Maschenweite lem). Auch der Boden bestand aus diesem 
Material, so daß die Exkremente sogleich aus dem Bereich der Versuchs- 
tiere kamen, wodurch Koprophagie ausgeschlossen war. 

Die Tiere, welche nicht an Skorbut starben, wurden mit Chloroform 
getötet. Immer wurde die Obduktion gemacht, und mehrere Organe wurden 
makroskopisch und mikroskopisch untersucht. 


Versuche mit frischem Gras (Lolium perenne). 


Wie gesagt, machten wir zunächst einen orientierenden Versuch. 
Zwei Meerschweinchen (bei diesem ersten Versuch keine Kontrolltiere) 
bekamen Hafer und autoklavisierte Milch (1 Stunde bei 120°C) als 
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Grundfutter und außerdem noch 2 bzw. 5g frisches Gras pro Tag als 
eigentliches Versuchsfutter. Bekanntlich sterben Meerschweinchen 
fast ohne Ausnahme nach 3 bis 4 Wochen, wenn sie nur das Grund- 
futter bekommen. Die soeben erwähnten zwei Tiere (Graszusatz!) 
sind jedoch mehr als 2 Monate (bis zum Abbrechen des Versuchs) 
gesund geblieben und zeigten ein gutes Wachstum. Der anfängliche 
Gewichtssturz bei einem der Tiere beruht darauf, daß die Milch während 
der ersten Tage ungern getrunken wurde. 
Wie gesagt, haben wir deshalb bei den 
späteren Versuchen die Tiere in einer Vor- 
periode an die Rationen gewöhnt. 

Nach Beendigung des Versuchs wurden 
beide Tiere getötet; bei der Obduktion 
wurden weder makroskopisch, noch mikro- 
skopisch Symptome von Skorbut gefunden. 
5 bzw. 2g Gras hatten die Krankheit 
verhütet. 


Bei der Wiederholung des Versuchs 
nahmen wir jüngere Tiere, von denen man 
vielfach angibt, daß sie mehr Vitamin 
brauchen als ältere. Alle die oben er- 


Abb. 1. 


Antiskorbutische Wirkung von 
lg frischem Gras. 


wähnten Maßnahmen wurden beobachtet. 

Der Versuch wurde mit viermal zwei Meer- 
schweinchen angestellt. Von jedem Paare 
empfing das eine Tier nur das Grundfutter, 
das außer Hafer und autoklavisierter Milch 
jetzt auch gewöhnliches Wiesenheu enthielt; 
das zweite Tier bekam außerdem noch 2g 


Grundfutter: Hafer und auto» 
klavisierte Milch. Ou erhielt 2g, 
Cı2 5g frisches Gras als Anti» 
skorbuticum. 
Die Abnahme des Gewichts in 
der Mitte des Versuchs ent- 
stand dadurch, daß wahrend 
einiger Tage gemablener statt 
ungemahlener Hafer gegeben 
wurde. Die Tiere fraßen das 


Hafermehl jedoch schlecht. 


frisches Gras pro Tag. Diese 2 g sind kalo- 
risch so wenig bedeutend, daß es uns un- 
nötig erschien, das Grundfutter dafür in irgend einer Weise zu korrigieren. 
Pro Tag und pro Tier wurden etwa 15 bis 30 g Heu, 30 bis 60 g Milch 
und 10 bis 15g Hafer gebraucht. Wie gesagt, wurde darauf geachtet, 
daß die Tiere von jedem Paare gleiche Mengen von dem Grundfutter 
fraßen. Wenn also der Appetit von einem der beiden Tiere ge- 
ringer wurde und Nahrungsrückstände zurückblieben, so wurde beim 
Abwägen der neuen Rationen darauf geachtet, daß das zweite Tier 
soviel weniger empfing als der Rückstand betrug. Im ganzen fraßen 
beide Tiere eines Paares also gleiche Mengen von den verschiedenen 
Bestandteilen des Grundfutters. 

Aus den Gewichtslinien (Abb.2) geht hervor, daß die Meer- 
schweinchen, welche nur das Grundfutter bekamen (Nr. 26, 28, 31 
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und 32), etwa 14 Tage ein gewisses Wachstum zeigten. Dann wurde 
der Appetit jedoch geringer, und demzufolge ging das Gewicht zurück, 
bis der Tod folgte!). Bei der Obduktion ist immer Skorbut festgestellt 
worden. Es ist bemerkenswert, daß die Gewichtslinie der Vitamin-C-frei 
ernährten Tiere sich mehr als die der mit 2g Gras + Grundfutter 
ernährten Tiere senkt (Nr. 27, 29, 30 und 33), obwohl, abgesehen vom 
Gras, beide Tiere von jedem Paare dieselben Mengen von den ver- 
schiedenen Futtermitteln fraßen; manchmal schneiden die Linien sich. 
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Abb. 2, 


Antiskorbutische Wirkung von 2g frischem Gras. 


Grundfutter: Hafer, Heu und autoklavisierte Milch (Nr. 26, 28, 31 und 32). 

Nr. 27, 29, 30 und 33 erhielten außerdem als Antiskorbuticum noch 2% 

frisches Gras pro Tag. Nr. 30 und 33 wurden an demselben Tage chloros 
formiert, an dem Nr. 31 und 32 starben. 


Eine Senkung würde bei den mit Gras ernährten Tieren nicht ein- 
getreten sein, wenn sie eine reichlichere Menge des Futters zur Ver- 
fügung gehabt hätten. 


Weil Meerschweinchen immer nach 3 bis 4 Wochen sterben, 
wenn ihr Futter kein Vitamin C enthält, so geht auch aus diesem 
Versuch hervor, dal das Wiesenheu sehr wenig Vitamin C enthält. 
Das ist übrigens eine schon längst bekannte Tatsache, denn das Heu 
wird vielfach als Vitamin-C-freier Nahrungsbestandteil bei Skorbut- 


1) Einige Tiere, bei denen der Tod nahe schien, wurden mit Chloroform 
getötet. 
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versuchen gebraucht!). Das Autoklavisieren des Heues hat sich bei uns 
als überflüssig gezeigt. 


An demselben Tage, an dem Nr. 31 und 32 starben, wurden Nr. 30 
und 33 mit Chloroform getötet; es wurde bei ihnen keine Spur von 
Skorbut gefunden. Nr.27 und 29 wurden am Leben gelassen und 
konnten nach dem Tode von Nr.26 und 28 außer 2g Gras so viel 
von dem Grundfutter fressen, wie ihnen gefiel. Bei beiden Tieren 
stieg die Gewichtslinie sofort. Beide Meerschweinchen wurden nach 
3 Monaten chloroformiert ; es wurde kein einziges Sympton von Skorbut 
gefunden. 


Abb. 3. 


Antiskorbutische Wirkung von 1g frischem Gras. 


Grundfutter: Hafer, Heu und autoklavisierte Milch (Nr. 34, 41, 36 und 38). 

Nr. 35, 40, 37 und 39 erhielten außerdem als Antiskorbuticum noch 1g 

frisches Gras pro Tag. Nr. 37 und 39 wurden an demselben Tage chloros 
formiert, an dem Nr. 36 und 38 an Skorbut starben. 


Der erwähnte Versuch wurde nachher in derselben Weise wiederholt, 
jedoch mit nur 1 g Gras (Abb. 3). Der Erfolg war derselbe. Die Kontroll- 
tiere (Nr. 34, 41, 36 und 38) starben auch hier nach 3 bis 4 Wochen an 
Skorbut. Die mit Gras gefütterten Tiere behielten ihren schönen Haar- 
glanz bei, und nach Chloroformieren an verschiedenen Zeitpunkten 
wurden bei der Obduktion auch jetzt weder makroskopisch noch mikro- 
skopisch Symptome von Skorbut gefunden. 


1) Siehe auch Sjollema, Ergebnisse und Probleme der modernen Er- 
nährungslehren, S. 68. München, Bergmann, 1922. 
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Bei dem vierten Versuch sind drei Paar Versuchstiere gebraucht 
worden (Nr. 66 bis 71). Außer den oben erwähnten Futterbestandteilen 
erhielten die Tiere noch 0,5 g Lebertran pro Kopf und pro Tag. Das 
Fett wurde mit Gummi arabikum und Wasser emulgiert und dann 
mit der Milch gemischt. Die Tiere, welche kein Gras erhielten, starben 
nach 26, 23 und 24 Tagen. Die übrigen, die 1 oder 2g Gras bekamen, 
wurden an denselben Tagen getötet, an denen die Kontrolltiere starben. 
Auch bei diesem Versuch haben die mit Gras gefütterten Tiere keine 
Spur von Skorbut gezeigt. 

2, ja sogar 1g frisches Gras pro Tag, vielleicht noch weniger, 
genügen also, um bei Meerschweinchen monatelang (bis zum Abbrechen 
der Versuche) den Skorbut zu verhüten und ein gutes Wachstum zu 
unterhalten. Die Tatsache, daß die Gewichtslinien von Nr. 35 und 40 
etwas langsamer steigen als die der mit 2g Gras gefütterten Tiere, 
läßt jedoch vermuten, daß mit etwa l g die kleinste Menge erreicht 
ist, die den Skorbut verhütet. Experimentell geprüft haben wir das 
jedoch weiter nicht. 


Das frische Gras ist also, im Gegensatz zum Heu und dem holländi- 
schen einsilierten Gras, besonders reich an Vitamin C. Da die Versuche 
(mit einer Unterbrechung in den Wintermonaten) in dem Zeitraum 
zwischen September 1914 und Dezember 1925 durchgeführt wurden, 
so kann zu gleicher Zeit geschlossen werden, daß dieser Reichtum an 
Vitamin C sowohl bei dem im Sommer als bei dem im Frühling und 
im Herbst gewachsenen Grase besteht. Aus anderen, hier nicht er- 
wähnten Versuchen geht hervor, daß dasselbe bei dem spärlichen. 
im Winter gewachsenen Grase der Fall ist. 


Einige neue Beobachtungen über den Eisenstoffwechsel beim Skorbut. 


Die Symptome des Meerschweinchenskorbuts sind so oft be- 
schrieben, daß nur einige, bis jetzt unbekannte Symptome, welche 
sich auf den Eiweißstoffwechsel beziehen, erwähnt werden sollen. 
Dazu kann man die von uns beobachteten Blutanhäufungen in den 
mesenterialen und submentalen Lymphdrüsen rechnen. Auch sahen 
wir dann und wann Blutanhäufungen in einem der Eileiter. In den 
Zellen der Milzpulpa fanden wir zahlreiche auf Eisen reagierende 
Pigmentkörner!). Ein ähnliches Pigment fanden wir in der Schleim- 
haut des Dünndarms, des Dickdarms, des Mastdarms und besonders 
in der des Coecums. Es befand sich sowohl in den Epithelzellen als ın 
den darunter liegenden Zellen. Regelmäßig sahen wir in der inneren 


1) Neuerdings sind sie auch von Höjer beschrieben worden (Acta 
pacdiatrica 3, Suppl., 1, 1924). 
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lipoidarmen Schicht der Nebennierenrinde zerstreut liegende Zellen, 
welche die Eisenreaktion in der Form einer sehr feinen Tüpfelung 
zeigten. Weniger oft zeigten die äußeren Schichten der Leberacini 
eine Eisenreaktion. 


Das Gewicht verschiedener Organe. 


Von einigen Organen wurde das Gewicht bestimmt. Zwar ist die 
Zahl der Tiere klein, die Tatsache, daß jedesmal das Organgewicht 
bei zwei Tieren bestimmt worden ist, welche gleich lange!) und (ab- 
gesehen von Gras) mit gleichen Futtermengen ernährt worden sind, 
gibt uns die Hoffnung, daß unsere Beobachtungen nicht ohne Interesse 
sein werden. Es ist sehr gut möglich, daß die geringe Übereinstimmung 
in diesem Punkte?) eben dadurch entstanden jst, daß Tiere miteinander 
verglichen wurden, welche nicht gut vergleichbar waren. 

Von jedem Meerschweinchen wurden die Organe nach Abtrocknen 
mit Fließpapier sogleich gewogen (Tabelle 1). Das blutleere Herz von 
dem kranken Tiere Nr. 31 wog z.B. 0,91 g, das Herz von dem zu 
Nr. 31 gehörenden gesunden Tiere, Nr. 30, wog 0,98 g. 

Noch besser als die absoluten, sind die relativen Organgewichte 
für den Vergleich geeignet. Deshalb wurden die absoluten Zahlen 
auf Prozente des Anfangsgewichts der Versuchstiere umgerechnet; 
also für das Herz Nr. 31 0,357 % und Nr. 30 0,398% vom Anfangs- 
gewicht der Versuchstiere. 

Um die in dieser Weise erhaltenen Zahlen bei jedem Paare noch 
besser vergleichen zu können, wurde die Tabelle II angefertigt. Hier 
sind die relativen Organgewichte der kranken Tiere jedesmal in Prozenten 
der relativen Organgewichte der gesunden Tiere ausgedrückt. Wie 
gesagt, war das relative Herzgewicht bei Nr. 30 0,398 und bei Nr. 31 
0,357 oder 909%, von 0,398. 

Die Tabelle II zeigt, daß die kranken Tiere erheblich leichter als 
die gesunden Tiere waren, was nur zum Teil durch die geringere Darm- 
füllung verursacht wurde (Tabelle I). 

Weiter bemerkt man sofort, daß die verschiedenen Organe sich 
sehr verschieden verhalten. Das Gewicht des Auges und der Niere 
hat sich fast nicht geändert. Die Nebennieren sind bei den kranken 
Tieren jedoch erheblich schwerer. Vielleicht wird auch die Milz durch- 
schnittlich bei Skorbut schwerer. Aus der erheblichen Größe der 
mittleren Abweichung geht jedoch hervor, daß dieser Schluß nicht 
sicher ist. 


1) Die Beobachtungen beziehen sich also nur auf diejenigen Paare, 
welche an einem Tage starben oder getötet wurden. 

2) Bessesen, Amer. Journ physiol. 63, 245, 1922/23; Lomba et 
Randoin, C. r. Acad. Sc. 176, 1573, 1752, 1923. 
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Tabelle I. Absolute u 


C.31 | C. 30 Gu 
kein Gras i 2 g Gras kein Gras 
Gewicht | Gewicht Gewicht 
a g ts 
Meerschweinchen, Anfang mg 254 | 
; , Ende . . a | 90,2 |? 237 :933 
Auge (durchschnittlich) . . . . 0,390 | 0,153 0,377 0,153 “0,374 | 0.18 / 
Herz (blutleer) ........ 0,91 | 0,357 | 098 | 0,398 | 098 Gi 
Leber 0 ica aeng u kw 11,3 4,43 11,7 4,77 13,5 AA 
Pankreas. `, 1,03 0,404 1,24 0,504 0,90 05H 
MUZS ai ee A ere ee a 0,353 | 0,138 0,250 | 0,102 0,354 019 


Magendarmkanal (nicht entleert) | 45,0 17,6 52,0 21,1 35,0 135 
Nebenniere (durchschnittlich) . . 0,125 | 0,0490 | 0,107 | 0,0435| 0,172 | 0.0611 


Niere | a . . . | 161 | 0,631 | 1,46 | 0,593 | 1,66 , 058 
Testis g . . | 0,181 | 0,0514 | 0,256 0,104 
Ovarium 2 Sch | l 0,013  0,005E 
Thymus ` a E 0,145 0.0569 | 0,167 0,0679| 0,182 00 
Schilddrüse E , | 0,019 | 0,0075 | 0,025 | 0,0102| 0,024 0.00% 
| C. 39 C. 66 KÉ 
1g Gras kein Gras | 1 g Gras 
Gewicht Gewicht | | Gewicht 
| g d s oo t g É 


nn nn EE . ht, 
— 


263 


Meerschweinchen, Anfang . . . | 230 
= Ende .... | 264 114,8 203 


71,0 258 | 
Auge (durchschnittlich) | 0341 , 0,148 | 0,329 | 0,115 | 0,836 | 013 
Herz (blutleer) . 2 222... ' 1,00 | 0435 | 1,05 | 0,367 | 101 | 03% 
Leber 21. wear ed ur 11,8 491 \1046 | 366 | 1187 | 45 
Pankreas `... 109 | 0,474 | 0,941 | 0329 1,10 048 
Mile > a E ee te | 0.296 ` 0,129 | 0,469 | 0,164 | 0,253 Lk 
Magendarmkanal (nicht entleert) | 51,0 22,2 34,0 11,9 57,0 21,1 
Nebenniere (durchschnittlich). . | 0,106 | 0,0461| 0,248 | 0,0867 | 0,116 004i 
Niere P A 184 0,583 | 131 | 0458 160 0,608 
Testis S Rä | | 
Ovarium 5 eg 0,018 | 0,0078 | 0,016 | 0,0056 | 0,011 0,00% 
Thymus = es 0,268 | 0,117 0,063 | 0,022 ` 0,153 ' 0,05% 
Schilddrüse E . . 1 0,028 | 0,012 gel 0,0098 0,028 , 0011 


°) Prozente des Anfangsgewichtes des Meerschweinchens. 
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lativo Organgewichte. 


C.33 C.36 | C. 37 
2g Gras kein Gras ` Lg Gras kein Gras 
| Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht 
e | *% | 
236 
%9 | 114,0 85,4 
0,344 0,146 0,359 0,159 
098 0,415 0,94 0,416 
EI 5,13 18,1 8,01 
1,14 0,483 0,94 0,416 
0315 0,133 0,280 0,124 
E 24,6 43,0 19,0 
0,118 | 0,0500 0,203 | 0,0898 
139 0,589 1,75 0,774 


0,017 0,0072 0,015 | 0,0066 


0,297 0,126 0,077 0,0341 
0028 | 0012 0,027 | 0,012 
C.69 | C. 68 SEI 
kein Gras 1g Gras 2g Gras 
Gicht | Gewicht Gewicht 
CANA | : 
280 | 286 
196 | 700 297 
0358 | 0,128 0,351 
0880 | 0,314 0,950 
9,66 3,45 14,6 
0920 | 0,329 1,22 
0412 | 0,147 0,282 
%0 | 129 65,0 
0226 | 0,0807 | om 
1,39 0,496 1,45 
| 0,352 
0015 | 0,0054 


0065 | 0,023 0,150 
0019 | 0,0068 | 0,019 
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Tabelle II. 


Relative Organgewichte der kranken Tiere, berechnet in Prozenten der 
relativen Organgewichte der gesunden Tiere. 


| Mittlere Abweichung 


Durch, 


31/30|32/33|36/37|38/39|66/67 169/63|71/70 | Schnitt einzelnen 
Beob» 


Ki 


Ki 


sl EES EA A bi en 


Auge EE o 100 
Herz (blutleer) . . . || 90 
Leber ....... | 


Ki 


ka ` ke 
WON EG NN 


Ki 


Magendarmkanal 
(nicht entleert) . . | 83 

Nebenniere (durch- 
schnittlich) . . 1113 

Niere (duchschnittl.) I 

Testis j 

Ovarium e E 


po 
En a 
JO w 


as 


29 


Thymus 
” 2 89/103: 103 


Schilddrüse „ 


HHH HH HÖOHHHHHH 


bech 
OU] m O 


sw 


Ly he m 


38; 44 49) 47,4 + 18,9 
| 883: 1+ 14,0 


Alle anderen Organe, welche untersucht worden sind, sind bei den 
kranken Tieren kleiner als bei den gesunden; in erster Linie die Thymus, 
aber doch auch die Schilddrüse, das Pankreas und das Herz. 

Ebenso zeigen Ovarium und Leber ein kleineres Gewicht. Aus 
den mittleren ‚Fehlern‘ geht jedoch hervor, daß in diesen beiden 
Fällen nicht generalisiert werden darf. Nimmt man jedoch in Betracht, 
daß das Mittel und der mittlere Fehler jedesmal durch eine einzige 
Beobachtung stark beeinflußt worden sind, so ist doch auch hier die 
Wahrscheinlichkeit, daß beide Organe bei Skorbut durchschnittlich 
im Gewicht zurückbleiben oder sogar zurückgehen, eine große. 

Auch der Magendarmkanal hat bei den kranken Tieren ein kleineres 
Gewicht gezeigt, was jedoch ganz oder teilweise einer geringeren Füllung 
zugeschrieben werden muß. 

Von den Hoden darf auf Grund einer einzigen Beobachtung 
nicht viel gesagt werden. 


Zusammenfassung. 


Frisches Gras (Lolium perenne; englisches Raigras) ist besonders 
reich an Vitamin C, sowohl im Frühling, im Sommer und im Herbst 
als im Winter. Es kann in dieser Hinsicht den Vergleich mit jedem 
anderen Futtermittel, von dem der Gehalt an C-Stoffen untersucht 
worden ist, durchstehen. 1g frisches Gras (Trockensubstanz etwa 
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200 mg) pro Tag konnte die Versuchstiere (Meerschweinchen) monate- 
lang (bis zum Abbrechen der betreffenden Versuche) schützen und 
völlig gesund erhalten. 


Auch wir sahen, wie schon lange bekannt war, daß Heu sehr arm 
an Vitamin C ist. Bei dem Gewinnen und der Aufbewahrung dieses 
Futtermittels wird das erwähnte Vitamin ganz oder nahezu vernichtet. 
Ebenso findet bei der Einsilierung des Grases in untiefen unbekleideten 
Gruben eine weitgehende Zerstörung dieses Vitamins statt. 


Bei Skorbut wird in mehreren Organen (Milz, Nebenniere, Darm- 
kanal, Leber) Eisen in der Form von braunen Körnern abgelagert. 


Zahlreiche Organe wurden bei gesunden und kranken Tieren 
gewogen. Am auffälligsten war die Abnahme des Thymusgewichts und 
die Zunahme des Nebennierengewichts beim Skorbut. Weiter wurde 
geschlossen, daß Herz, Pankreas, Schilddrüse und wahrscheinlich 
auch Ovarium und Leber bei Skorbut zurückbleiben oder kleiner 
werden, daß das Gewicht des Auges und der Niere ziemlich konstant 
bleibt und daß das Milzgewicht sich bei verschiedenen Tieren sehr 
verschieden verhält. 
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Über Bedingungen der autolytischen Ammoniakbildung 
in Geweben. 


III. Mitteilung?): 
Die Beziehungen des Gewebsammoniaks zum Purinstoffwechsel. 


Von 
P. György und H. Röthler. 


(Aus der Heidelberger Universitätskinderklinik.) 
(Eingegangen am 29. Mai 1927.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der einheitliche Ablauf der Lebensvorgänge in den Zellen und 
Geweben läßt sich mit der wohl auch heute noch üblichen scharfen 
Trennung zwischen organischem und Mineralstoffwechsel, wobei der 
erstere bekanntlich noch in weitere Unterabteilungen gegliedert wird, 
nicht vereinbaren. Wir müssen vielmehr nach Bindegliedern zwischen 
diesen Teilstoffwechselvorgángen, nach sogenannten ‚gekoppelten“ 
Reaktionen zwischen organischen und Mineralbestandteilen der Zellen 
und Gewebe fahnden und ihre Gegenwart schon a priori, gewisser- 
maßen zwangsmäßig fordern. Von diesem Gesichtspunkt aus kommt 
eine besondere Bedeutung einer bestimmten Gruppe von organischen 
Verbindungen zu, die während ihres Auf- und Abbaues anorganische 
Ionen in Freiheit zu setzen oder aber zu binden vermögen. Als solche 
Ionen kennen wir auf Grund neuerer Forschungen hauptsächlich das 
Ca-, das NH,- und das Phosphation, und als die zugehörigen organischen 
Mutterverbindungen: Ca-Eiweißsalze, dann organische, das Phosphat- 
ion in esterartiger Bindung enthaltende Substanzen, von der Art der 
Hexosephosphate (wie Lactacidogen), der Glycerinphosphate, der 
Lipoide und der Nucleoproteide. In bezug auf das Ammoniak sind 
unsere Kenntnisse noch nicht so weit gediehen, daß wir die organische 
Muttersubstanz, aus der es intermediär abgespalten werden soll, namhaft 
machen könnten. 


1) I. Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 395, 1926; II. Mitteilung: eben- 
daselbst 173, 334, 1926. 
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Dem Ammoniakstoffwechsel bringt auch der Kliniker ein wohl- 
begründetes Interesse entgegen. Wir brauchen nur an die Rolle des 
Ammoniaks bei der Regulierung des normalen Säurebasenhaushalts, im 
besonderen an die erhöhten N H,-Werte im Urin bei acidotischen Zuständen, 
oder auch bei drohender Acidosis zu erinnern. Vom Standpunkt des 
Pädiaters sind hier in erster Linie die große Gruppe der Ernährungs- 
störungen im Säuglingsalter, die stets mit einer zumindest relativ stark 
erhöhten NH,-Ausscheidung einhergehen (Czerny und seine Schule), 
dann auch die Rachitis, bei der gelegentlich eine besonders hohe NH,- 
Ausscheidung mit sogar alkalischem Urin besteht (György, Hodgson), zu 
nennen. Für die richtige Beurteilung der Pathogenese dieser Zustände 
stellt die Erforschung des intermediären Ammoniakstoffwechsels eine 
unerläßliche Vorbedingung dar. 


In früheren Zeiten faßte man die Mehrausscheidung von Ammoniak 
im Urin bei acidotischen Zuständen nur als Ausdruck eines teleologischen 
Kompensationsmechanismus auf: dem Ammoniak liegt im intermediären 
Stoffwechsel die Aufgabe ob, besonders bei verminderten Basen- (wie 
Na-, K-) Reserven des Körpers, d. h. bei einer „Alkalipenie‘‘, so z. B. bei 
den Ernährungsstörungen der Säuglinge, die im Übermaß vorhandenen 
Säuren zu neutralisieren. Man nahm besonders im Anschluß an die Unter- 
suchungen von Nencki-Pawlow u. a.!) an, daß die Absättigung der Säuren 
durch Ammoniak bereits in der Leber erfolgt, indem das durch die Pfortader 
reichlich der Leber zufließende Ammoniak bei Acidose zu einem viel 
geringeren Anteile als in der Norm zu Harnstoff synthetisiert wird. Eine 
weitere NH,-Bildung sollte im intermediären Stoffwechsel nicht statt- 
finden. Da nun aber das Pfortaderammoniak, wie das neuerdings durch 
Folin-Denis?) und mit verbesserter Methode durch Parnas und seine 
Mitarbeiter?) eindeutig nachgewiesen werden konnte, aus dem Darm- 
inhalt stammt und somit exogener Natur ist, so müßte im Sinne der oben- 
genannten Theorie auch das Urinammoniak letzten Endes ausschließlich 
exogenen Ursprungs sein. In neueren Untersuchungen konnte durch Parnas 
und Klisiecki (l. c.) besonders instruktiv gezeigt werden, daß das Verschwinden 
des Ammoniaks aus dem Pfortaderblut und sein Aufbau zu Harnstoff 
weitgehend an die Funktion der Leber gebunden ist: das Lebervenenblut 
enthält — dies wurde übrigens auch schon von Folin-Denis nachgewiesen — 
viel weniger NH, als das Pfortaderblut. Bei schwerer Leberschädigung, so 
hauptsächlich bei einer Anoxämie der Leberzellen gleicht sich dieser Unter- 
schied mehr und mehr aus, der NH,-Gehalt des Lebervenenbluts schnellt 
dementsprechend in die Höhe. Von Interesse sind in diesem Zusammenhange 
auch die Untersuchungen Landsbergers (unter Freudenberg), dem der Nach- 
weis gelang, daß die NH,-Ausscheidung im Urin bei Brustkindern nach 
peroraler Zufuhr von Adsorptionsmitteln, wie Bolus alba, Tierkohle, die 
ihre adsorbierende Wirkung naturgemäß nur im Darmlumen entfalten 
können, erheblich abnimmt. Dieser Befund steht mit der Theorie von 
Nencki-Pawlow und den neueren Versuchsergebnissen von Folin-Denis 
sowie Parnas und seiner Schule in bestem Einklang. 


1) Vgl. Literatur bei Nash-Benedict, Journ. of biol. Chem. 48, 463, 
1921; und bei Parnas und seinen Mitarbeitern, diese Zeitschr. 169, 255, 
1926; 178, 224, 1926. 

2) Folin-Denis, Journ. of biol. Chem. 11, 1912. 

3) Parnas-Klisiecki, diese Zeitschr. 178, 224, 1926. 
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Würde das Urinammoniak und somit auch das intermediär nach- 
weisbare Ammoniak nur exogenen Ursprungs sein, dann wäre aber auch 
unsere anfangs gestellte Frage nach der Natur der organischen Mutter- 
substanz, aus der das N H, intermediär gebildet werden sollte, gegenstandslos 
geworden. Daß dem aber doch nicht so ist, haben erst neuere Forschungen 
von Nash-Benedict (l. c.), sowie in weiterer Folge — neben vereinzelten 
anderen — besonders die von Warburg, Grafe, Meyerhof, Parnas, Embden 
und die aus unserer Klinik!) (Popoviciu, György-Röthler) gezeigt. 

Auf Grund rechnerischer Überlegungen, so von Gegenüberstellung der 
Menge des Urinammoniaks zum Ammoniakgehalt und zur Strömungs- 
geschwindigkeit des Blutes, weiterhin aber auch angesichts ausgedehnter 
experimenteller Befunde stellten Nash-Benedict (1921) die These auf, daß 
das Urinammoniak vornehmlich, vielleicht sogar ausschließlich, in den 
Nieren selbst gebildet wird. Es gelang ihnen, zu zeigen, daß bei Hunden 
der Ammoniakgehalt des Blutes in den Nierenvenen den in den zugehörigen 
Nierenarterien um ein Vielfaches übersteigt, ferner, daß bei Phlorrhizin- 
diabetes und meist auch nach Sáureinjektion der Ammoniakgehalt des 
Blutes nicht erhöht ist, der des Urins dagegen gleichzeitig sehr vermehrt 
gefunden wird?). 

Indessen ist der intermediäre Ammoniakstoffwechsel — auch wenn 
wir vom exogenen, aus dem Darm resorbierten und meist in der Leber 
umgewandelten N H,-Anteil absehen — mit der Ammoniakbildung in den 
Nieren noch keineswegs restlos erschöpft. So hat erst vor kurzem Tashiro 
[später gemeinsam mit Lee?)] zeigen können, daß der Ischiadicus des 
Frosches, aber auch die Froschmuskeln schon in der Ruhe und noch mehr 
bei erhöhter Tätigkeit, z. B. bei rhythmischer Reizung, Ammoniak in 
analvsierbaren Mengen bilden und abgeben. Im Anschluß an diese Unter- 
suchungen 4) gelang auch Winterstein und Hirschberg*) der Nachweis der 
Ammoniakbildung im peripherischen Nerven und in geringerem Grade 
auch im Zentralnervensystem. Durch Narkose konnte die Ammoniakabgabe 
der Nerven erheblich unterdrückt werden. 

Daß wir aber bei der Ammoniakbildung tatsächlich einem omni- 
zellulären Vorgang gegenüberstehen, konnte erst in der letzten Zeit durch 
Warburg und seine Mitarbeiter®) gezeigt werden: ,,úberlebende'* Schnitte 
von Geweben und Organen geben an die Außenflüssigkeit stets N H, ab. Diese 
zelluläre Ammoniakbildung hängt von einer Reihe verschiedener Faktoren, 
von der Art und von der Sauerstoffversorgung der Gewebsschnitte, von der 
Zusammensetzung der Spülflüssigkeit usw. ab. So fanden z. B. Warburg 
und seine Mitarbeiter unter anaeroben Versuchsbedingungen eine viel 
geringere Ammoniakbildung als bei ausreichender Sauerstoffversorgung der 
Gewebsschnitte. Auch Zusatz von Zucker zur Nährflüssigkeit bewirkte 
eine Verminderung der NH,-Abgabe. Von besonderer Bedeutung ist 
weiterhin «ler ebenfalls von Warburg und seinen Mitarbeitern festgestellte 


1) Vgl. I. Mitteilung, l. c., hier auch weitere Literatur, sowie seither 
Parnas und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 169, 255, 1926; 172, 442, 1926; 
178, 224, 1926; 181, 80. 1927; Embden, Klin. Wochenschr. 1927, S. 628. 

2) Vgl. auch Benedict-Nash, Journ of biol. Chem. 69, 381. 1926. 

8) Tashiro, Amer. Journ. Physiol. 60, 1922; Lee und Tashiro, eben- 
daselbst 61, 1922. Vgl. auch Parnas-Mozolowski, Klin. Woch. 1927, S. 998. 

2) H. Winterstein und E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1925. 

$) Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 309, 1924. 
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Zusammenhang zwischen Ammoniakbildung und ,,anaerober Glykolyse'“*, 
d.h. dem Glykolysiervermögen der Gewebe unter anaeroben Bedingungen. 
Diese Beziehung ist um so beachtenswerter, weil sie keine direkte zu sein 
scheint. Es steht eben auf Grund ausgedehnter Reihenuntersuchungen 
Warburgs und seiner Schule nur fest, daß je höher die anaerobe Glykolyse 
eines Gewebes ist, desto größere Mengen von Ammoniak vermag es unter 
aeroben Verhältnissen, d. h. bei gleichzeitig — infolge der Pasteurschen 
Reaktion — vollkommen oder fast vollkommen aufgehobener Glykolyse 
zu bilden. Da nun aber ebenfalls nach den Versuchsergebnissen Warburgs 
und Negeleins!) beim Fötus, und nach eigenen, allerdings noch nicht völlig 
abgeschlossenen Untersuchungen?) auch beim jugendlichen, nicht völlig 
ausgewachsenen Tiere eine erhöhte anaerobe Gewebsglykolyse besteht, so 
müßte wachsendes Gewebe unter aeroben, d. h. unter mehr oder weniger 
physiologischen Bedingungen einen relativ intensiven NH,-Stoffwechsel 
mit hoher autochthoner Ammoniakbildung aufweisen. In diesem Punkte 
gewinnt somit unsere Fragestellung auch pädiatrisches Interesse. Wiederum 
ein Hinweis dafür, wie eng die Frage des Ammoniakstoffwechsels gerade 
mit der Physio-Pathologie des kindlichen Organismus verbunden ist. 

Die Ammoniakbildung in ‚„überlebenden‘‘ Gewebsschnitten und ihre 
besondere Verkoppelung mit der Atmung und Glykolyse konnten in weiterer 
Folge durch Meyerhof, Grafe?) und — in noch unveröffentlichten Versuchen 
— auch in unserer Klinik bestätigt werden. 

Auch unter weniger physiologischen Bedingungen, so im Laufe der 
aseptischen Autolyse, entsteht in Geweben Ammoniak. Daß dies in steril 
aufgefangenen Blutproben nach besonderen Gesetzen und bei den ver- 
schiedenen Tierarten in quantitativ verschiedenem Ausmaß erfolgt, konnten 
unabhängig von den Warburgschen Forschungen erst vor kurzem Parnas 
und seine Mitarbeiter zeigen (l. c.). Popoviciu (l. c.) hat in unserer Klinik 
die autolytische Ammoniakanreicherung in verschiedenen Geweben unter 
wechselnden Versuchsbedingungen einer näheren Analyse unterworfen. 
Es gelang ihm, den Nachweis zu erbringen, daß die autolytische Ammoniak- 
bildung als omnizellulärer Vorgang von bestimmten für die verschiedenen 
Gewebsarten — mit nur wenig Ausnahmen — gleichmäßig gültigen Faktoren 
abhängt. So liegt bei Phosphatpufferung das Optimum der Ammoniak- 
bildung in allen untersuchten Geweben bei saurer Reaktion, bei etwa 
pu = 5,0 bis 6,0. Bei Lactatpufferung verschiebt sich das Optimum gegen 
die alkalische Seite zu, mit dem Optimum um den Neutralpunkt herum, 
und mit dem Minimum im sauren Milieu, etwa beim früheren Optimal- 
punkt. Das Lactation hemmt demnach die Ammoniakbildung, und zwar 
fast ausschließlich bei saurer Reaktion. Zusatz von Zucker vermag die 
Ammoniakbildung ebenso wie nach Warburg in „überlebenden‘ Gewebs- 
schnitten auch bei der Autolyse zu unterdrücken. Da infolge glykolytischer 
Milchsäuregärung aus dem zugesetzten Zucker bei der Autolyse von Geweben 
stets reichlich Milchsäure entsteht, so liegt die Vermutung nahe, die 
hemmende Zuckerwirkung zum großen Teile als Lactateffekt im soeben 
beschriebenen Sinne zu deuten. Diese Feststellungen Popovicius sprechen 


1) O. Warburg, Der Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 1926. 

2) Gyórgy, Verhandl. d. Deutsch. Ges. f. Kinderheilkde. Düsseldorf 
1926; Brehme, ebendaselbst. 

3) Meyerhof, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925; 
Meyerhof, Klin. Wochenschr. 1925; Grafe, Deutsch. med. Wochenschr. 
1925, Nr. 16. 
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somit erneut für eine enge Verkoppelung zwischen Glykolyse, mit anderen 
Worten, zwischen dem zellulären Kohlehydratstoffwechsel einerseits und 
der Ammoniakbildung andererseits. 

Die erst bei diesem Stande der Forschung akut gewordene Frage nach 
der Muttersubstanz des Gewebsammoniaks haben gleichzeitig und unab- 
hängig voneinander Parnas und seine Mitarbeiter (speziell für das Blut- 
ammoniak), sowie György-Röthler (für das Gewebsammoniak überhaupt) 
in besonderen Reihenexperimenten zu beantworten versucht. 

Der gleichen Fragestellung — allerdings ohne eine anschließende 
experimentelle Prüfung — begegnen wir auch schon bei Gad-Andersen?), 
bei Nash-Benedict (l. c.), die das Gewebsammoniak (im Muskel bzw. in 
der Niere) in erster Linie auf eine Umwandlung des Harnstoffs beziehen, 
sowie neuerdings bei Warburg, Meyerhof (l. c.), die hierfür eine besondere 
Zersetzung der Zelleiweißkörper beschuldigen. In den seither veröffentlichten 
ausgedehnten Reihenversuchen von Parnas. und seinen Mitarbeitern, 
weiterhin auch von uns konnten indessen für diese Annahmen keine experi- 
mentellen Unterlagen erbracht werden. Im Gegenteil, Parnas und seine 
Mitarbeiter haben für das Blutammoniak einwandfrei nachgewiesen, daß 
es aus einer nicht-kolloidalen, d. h. nicht-eiweißartigen stickstoffhaltigen 
Verbindung, die weder mit dem Harnstoff, noch mit irgend einer Amino- 
säure identisch ist, entstehen dürfte. Ebenso haben auch wir für verschiedene 
Gewebsarten zeigen können, daß eine NH,-Bildung aus Eiweißkörpern, 
aus Harnstoff, oder eine Desamidierung von Aminosäuren während der 
Autolyse entweder überhaupt nicht, oder aber — und dies nur für bestimmte 
Aminosäuren, so für das Histidin in der Leber (Histidase!) — in einer mit 
den Gesetzen der autolytischen Ammoniakanreicherung der Gewebe un- 
vereinbaren Weise erfolgt. So liegt z. B. das pg-Optimum der Histidase 
bei Phosphatpufferung weit im alkalischen Bereich (8,0); auch die be- 
sondere Verkoppelung der N H,-Bildung mit dem Kohlehydratstoffwechsel 
der Gewebe fehlt bezüglich der Histidase. 

Im Hinolick auf die übrigen Aminosäuren stimmen übrigens unsere 
Feststellungen mit einer Reihe früherer Literaturangaben, auf die wir an 
dieser Stelle nicht näher eingehen möchten ?), gut überein. Bei Einhaltung 
der notwendigen experimentellen Kautelen ließ sich eine Desamidierung 
von Glykokoll, Alanin, Asparagin, Leucin in Geweben bisher nicht nach- 
weisen. 

Demgegenüber ist es schon lange bekannt, daß Desamidasen im Purin- 
stoffwechsel eine bedeutende Rolle spielen?). Die Desamidierung kann 
entweder am freien Purin stattfinden (Purindesamidasen, wie Guanase, 
Adenase) oder auch noch innerhalb des Nucleinkomplexes (Nucleosid- 
desamidasen, sowie Guanosin-, Adenosin - Desamidase). Durch die Wir- 
kung der Purindesamidasen wird das Guanin unter Abspaltung der Amid- 
gruppe in Xanthin (C,H,N,O + H,O = C,H,N,O, + NH,) und das 
Adenin analog in Hypoxanthin (C,H,N, + H,O = C,H,N,O + NH), 
ebenso durch die Wirkung der Nucleosiddesamidasen das Guanosin in 
Xanthosin und das Adenosin in Inosin umgewandelt. 


1) Gad-Andersen, Journ. of biol. Chem. 89, 1919. 

2) Vgl. Folin-Denis, Journ. of biol. Chem. 11, 1912; Levene, G. M. 
Meyer, ebendaselbst 15, 1913; 16, 1914; Luck, Biochem. Journ. 18, 1924; 
hier auch weitere Literatur. 

8) Siehe Schittenhelm-Harpuder in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
des Menschen und der Tiere 8. Jena, Gustav Fischer, 1925. 
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Auffallenderweise sind die Bedingungen dieser Ammoniakabspaltung 
aus Purinkörpern bisher nicht näher studiert worden. Die Angabe Kutschers!) 
über die Ammoniakbildung im Thymusbrei und der später von Jones?) 
gelieferte Nachweis, wonach dieser Prozeß durch eine saure Reaktion des 
Milieus, im Gegensatz zum gewöhnlichen tryptischen Abbau, begünstigt 
wird, sind bisher wohl die einzigen, direkt hierher gehörigen Angaben 
geblieben. 

Die letzterwähnte Tatsache, daß die Ammoniakanreicherung des 
Thymusbreies durch saure Reaktion gefördert wird, erinnert an die ein- 
schlägige Schlußfolgerung Popovicius, der für das Optimum der autolytischen 
Ammoniakbildung, zumindest bei Phosphatpufferung, auch in anderen 
Geweben eine relativ hohe H-Ionenkonzentration angegeben hat. So lag 
aber auch die Vermutung besonders nahe, die autolytische Ammoniak- 
anreicherung der Gewebe generell mit dem Purinstoffwechsel in Beziehung 
zu bringen. Tatsächlich ergaben orientierende Versuche?) ein positives 
Resultat. Gleichzeitig und unabhängig von diesen Untersuchungen gelang 
es auch Embdent), für das Muskelammoniak als Muttersubstanz die 
Adenosinphosphorsäure namhaft zu machen. 


Experimenteller Teil. 


Die Methodik, der wir uns bei den vorliegenden Untersuchungen 
bedient haben, deckt sich vollkommen mit der, die bereits in den vorher- 
gehenden Mitteilungen (I und II) ausführlich beschrieben worden ist. 
Die verschiedenen untersuchten Gewebe (Leber, Niere, Muskel, Blut) 
stammten diesmal von frisch geschlachteten Schweinen, Thymus von 
Kälbern. Sie wurden eisgekühlt vom Schlachthof bezogen, dann (mit 
Ausnahme des Blutes) rasch in der Fleischmaschine zu Brei verarbeitet 
und in genau abgewogenen Mengen (meist 1 g) in Zentrifugenröhrchen 
verteilt. Zu diesen Gewebsbreiportionen kamen dann 4ccm einer 
n Pufferlösung (und zwar eines Phosphat- oder Lactatgemisches) mit 
verschiedener H-Ionenkonzentration und mit oder ohne besondere 
weitere Zusätze. Als solche Zusätze verwendeten wir außer Dextrose 
zunächst chemisch reine Purinkörper in etwa 1% iger Konzentration, 
wie Guanosin, Adenosin, Cytosin, für deren Überlassung wir Herrn 
Prof. Thannhauser (Universitäts-Poliklinik, Heidelberg) zu großem 
Danke verpflichtet sind. Da unser großer Bedarf an diesen chemisch 
reinen Nucleosiden nicht gedeckt werden konnte, haben wir unsere 
weiteren Untersuchungen mit dem pflanzlichen Natrium nucleinicum 
(Merck bzw. Boehringer) in wechselnder Konzentration (0,1 bis 59%) 
ausgeführt. Möglichst steriles Arbeiten und Zusatz einiger Tropfen 
Chloroform sollten eine stärkere bakterielle Verunreinigung des Ge- 


1) Kutscher, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 1901/02. 

2) Jones, ebendaselbst 41, 1904. 

3) György-Röthler, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 1. 

$) Vel. Embden, ebendaselbst 1927, Nr. 14. Siehe indessen auch Parnas- 
Mozolowski, l. e. 
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websbreies verhindern. Durch den Chloroformzusatz war zugleich die 
Anaerobiose gewährleistet. 

Die fertigen Gemische gaben wir in den Brutschrank und stellten 
dann nach Ablauf von 3 bis 24 Stunden mit Hilfe der von uns früher 
schon als sehr brauchbar und zuverlässig befundenen Parnasschen 
Bestimmungsmethode ihren Ammoniakgehalt fest. Die in den bei- 
gegebenen Tabellen enthaltenen Ammoniakwerte sind auf 100g Ge- 
websbrei umgerechnet. Durch wiederholtes Umrühren der Proben 
während ihres Brutschrankaufenthalts haben wir für gleichmäßige Ver- 
teilung der gelösten Substanzen und desentstandenen Ammoniaks gesorgt. 

Die H-Ionenkonzentration der Gemische haben wir häufig auch 
am Schluß der Versuche kontrolliert und fanden bei der Phosphat- 
pufferung ganz allgemein kesne merkliche Verschiebung der Ausgangs- 
werte. Bei Lactatpufferung dagegen wurden die Proben beim Stehen 
im Brutschrank meist sauer, um etwa 0,4 bis 0,5; die entsprechenden 
Daten sind aus den einschlägigen Tabellen zu ersehen. 

Beim Blute wurde eine besondere Pufferung nicht vorgenommen, 
sondern die H-Ionenkonzentration allein durch O,- bzw. CO,-Durch- 
leitung (vgl. auch Parnas) geändert; hier wurde dann das Na-Nuclein 
dem Blute in Substanz zugesetzt. 

In jeder Versuchsreihe haben wir auch Leerbestimmungen allein 
mit der Purinkörperlösung ohne Zell-, d.h. ohne Fermentzusatz aus- 
geführt. Die auf diese Weise festgestellten geringen NH,-Mengen 
wurden dann von den übrigen auf fermentativer Desamidierung be- 
ruhenden Werten abgezogen. 

Nach der Feststellung einer NH,-Abspaltung aus dem Adenosin 
und aus dem käuflichen Natrium nucleinic. unter der Einwirkung von 
bestimmten Geweben erschien es uns weiterhin wünschenswert, diesen 
fermentativen Prozeß auch losgelöst vom Zellverband, d.h. mit Hilfe 
von Gewebsextrakten einer weiteren Analyse zu unterziehen. Die 
Zubereitung der Extrakte erfolgte durch 24stündiges Digerieren der 
betreffenden Gewebe in Glycerin oder in physiologischer Kochsalz- 
lösung bei Zimmertemperatur, wobei störende bakterielle Einflüsse 
durch möglichst aseptisches Arbeiten und durch Zusatz von Chloroform 
tunlichst ferngehalten wurden. Die einschlägigen Versuche (vgl. die 
Tabellen) wurden dann anstatt mit 1 g Gewebsbrei mit 1 cem Extrakt- 
flüssigkeit ausgeführt. 

Jn einzelnen Versuchen, naturgemäß nur bei Verwendung von 
Lactat- und nicht bei der von Phosphatpuffern, haben wir außer dem 
Ammoniak auch die anorganische Phosphatfraktion analytisch, und 
zwar kolorimetrisch, mit der Briggsschen Modifikation!) der Bell- 


1) Briggs, Journ. of biol. Chem. 53, 1922. 
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Dotsyschen Methode, bestimmt, um dadurch auch für die Phosphat- 
abspaltung aus den Purinkörpern gewisse Anhaltspunkte zu gewinnen. 
Im folgenden soll nun über die einzelnen Versuche, geordnet nach 
den verschiedenen Geweben, zusammenfassend berichtet werden. 
Leber (vgl. Tabellen I bis XIII und Abb. 1 und 2). Betrachten wir 
zunächst die Versuche mit Phosphatpufferung. Ohne weiteren Purin- 
körperzusatz decken sich die Versuche vollkommen mit denen, über 
die bereits Popoviciu in der I. Mitteilung (l. c.) berichtet hat. Die von 
ihm erhobenen Befunde konnten vollauf bestätigt werden. Ebenso wie 
Popoviciu fanden auch wir die Ammoniakbildung im Leberbrei bei 
saurer Reaktion viel ausgiebiger als bei verminderter H-Ionenkonzentra- 
tion. In Ergänzung der früheren Popoviciuschen Untersuchungen 
haben wir jetzt auch das pa-Optimum bei Phosphatpufferung näher 
zu bestimmen versucht. Die maximale NH,-Anreicherung stellten wir 
bei pu = 5,2 bis 5,5 fest, somit tatsächlich bei einer sauren Reaktion 
(Abb. 1). Dieses Optimum ist allerdings kein sehr scharfes: die N H,- 
Bildung nimmt sowohl gegen die saure, wie auch gegen die alkalische 
Seite zu nur allmählich ab (vgl. Abb. 2 und Tabellen IV, VI, VII, VIII). 
Überblicken wir nun die weiteren Versuche mit Leberbrei, in denen 
wir der Phosphatlösung entweder käufliches Natr. nuclein. oder aber 
Adenosin zugesetzt haben, so springt uns zunächst das sehr starke 
Hinaufschnellen der autolytischen NH,-Bildung ins Auge. Wir gehen 
mit der Annahme sicherlich nicht fehl, wenn wir diese Erhöhung der 
NH,-Bildurg auf die fermentative N H,-Abspaltung aus den zugesetzten 
Purinkörpern beziehen. Der mögliche Einwand, daß es sich bei dieser 
Versuchsanordnung nur um eine Förderung der ‚„autolytischen‘‘ Gewebs- 
ammoniakbildung handelt, konnte durch Verwendung von Gewebs- 
extrakten, d.h. von ‚Fermentlösungen“ an Stelle von mehr oder 
weniger zellständigen Fermenten entkräftet werden. Denn auch in 
diesen Versuchen (Tabelle VII bis X, XIII), in denen das Natr. nuclein. 
die einzig mögliche Muttersubstanz des Ammoniaks darstellte, ließ sich 
eine deutliche NH Bildung nachweisen. Im Falle des Adenosins 
stehen wir einem schon eingangs erwähnten fermentativen Des- 
amidierungsprozeB gegenüber, wobei das Adenosin unter NH,-Ab- 
spaltung in das Inosin übergeht. Da aus dem Cytosin, ebenso auch aus 
dem Guanosin durch den Leberbrei NH, nicht in Freiheit gesetzt 
wird (vgl. Tabelle II), andererseits freie Purinbasen, wie Adenin, Guanin, 
die durch entsprechende Fermente — wie früher dargetan — gleichfalls 
desamidiert werden könnten, im komplexen Natr. nuclein. kaum 
präformiert sein dürften und wahrscheinlich nur durch Abbau von 
Nucleosiden entstehen, so möchten wir auch im Falle des Natr. nuclein. 
die NH,-Bildung auf die Tätigkeit des das Adenosin desamidierenden 
Ferments zurückführen. Eine weitere, wenn auch mehr indirekte 
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Stütze für diese Annahme erblicken wir auch in der von uns experimentell 
festgestellten, aus den beiliegenden Tabellen klar ersichtlichen Tat- 
sache, wonach dieser Desamidierungsprozeß, sowohl im Falle des 
Adenosins wie auch in dem des Natr. nuclein. als Substrates eine voll- 
kommen identische Abhängigkeit von der H-Ionenkonzentration des 
Milieus, und zwar — unter Verwendung einer Phosphatpufferung — 
mit einem Optimum von etwa pa = 5,5 aufweist. Die Ammoniak- 
abspaltung aus dem Adenosin lieferte in 23 Stunden die rechnerisch 
höchst mögliche Ausbeute, arbeitete demnach mit einem 100 % igen 
Umsatz (rechnerisch 50 mg-% gegen 51,4mg-% NH,N gef., vgl. 
Tabelle 11). 

Diese spezifische Abhängigkeit der NH,-Abspaltung aus dem 
Adenosin und dem Natr. nuclein., unter dem Einfluß eines ent- 
sprechenden Leberzellenferments, von der H-Ionenkonzentration, dürfte 
auch für unsere Ausgangsfragestellung von besonderer, wohl ent- 
echeidender Bedeutung sein. Sie deckt sich nämlich, auch bei kurven- 
mäßiger Darstellung (vgl. Abb.1 und 2), vollkommen mit den Be- 
funden, die wir bei rein autolytischer Ammoniakbildung im Leberbrei — 
ohne weitere Zusätze — erheben konnten. Unter diesen Umständen 
gehen wir aber dann wohl kaum fehl, wenn wir in der rein autolytischen 
Ammoniakanreicherung des Lebergewebes nur den Ausdruck einer 
bestimmten Purinkörperdesamidierung, mit anderen Worten einen 
Teilvorgang des Purinstoffwechsels erblicken möchten. 

Die Analogisierung läßt sich sogar noch weiter verfolgen. Nach 
den früheren, eingangs bereits erwähnten Untersuchungen Popovucius 
(l. c.) verschiebt sich bei Lactatpufferung das pa-Optimum der auto- 
Jytischen Ammoniakbildung im Leberbrei von der sauren gegen die 
alkalische Seite zu (pa > 8,0). Weiterhin liegen die NH,-Werte, die 
bei Verwendung einer Lactatpufferlösung in Proben mit erhöhter 
H-lonenkonzentration (pa < 7,0) ermittelt werden, im allgemeinen 
viel tiefer als in den Phosphatkontrollen bei gleicher Reaktion. Beruht 
nun die NH,-Anreicherung des Leberbreiee — was wir zunächst voraus- 
setzen möchten — auch bei dieser Versuchsanordnung auf einem be- 
sonderen Teilprozeß im Rahmen des Purinstoffwechsels, so mußte die 
Ammoniakabspaltung aus zugesetzten Purinkórpern, so aus Natr. 
nuclein. bei Lactatpufferung gleichfalls ein alkalisches pa-Optimum, 
und bei saurer Reaktion eine deutliche Verminderung — zumindest 
im Verhältnis zu den Phosphatkontrollen — aufweisen. Da dies nun 
in entsprechenden Versuchsreihen (Tabellen XI bis XIII, Abb. 1) 
experimentell einwandfrei festgestellt werden konnte, so dürfen wir 
die Analogisierung auch in diesen Punkten tatsächlich als geglückt 
ansehen. Unsere Annahme von der grundsätzlichen Identität der 
autolytischen Ammoniakbildung mit der fermentativen Desamidierung 
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von Purinkörpern erhält somit durch diese letzteren Versuchsergebnisse 
eine weitere gewichtige Stütze. 

Die Verhinderung der autolytischen Ammoniakbildung durch Lactate 
hatte bereits Popoviciu (l. c.) als einen indirekten Vorgang gedeutet und — 
im Anschluß an die einschlägigen Untersuchungen von György!) — auf 
eine Hemmung der Phosphatabspaltung aus organischen Phosphat- 
verbindungen der Zelle bezogen. Für die Richtigkeit dieser Auffassung 
spricht nun die von uns im Laufe der vorliegenden Versuche festgestellte 
Tatsache, daß bei Verwendung eines Lebereztrakts, d. h. bei mehr oder 
minder vollkommener Entfernung der Zellen, diese Hemmung nicht mehr 
nachweisbar ist. Im Gegenteil, die NH,-Abspaltung aus zugesetztem 
Natr. nuclein. erfolgt jetzt bei Lactatpufferung in viel stärkerem Maße 
als in Phosphatgemischen. Beachtenswerterweise liegt indessen das 
pr-Optimum auch bei Verwendung von Extrakt noch deutlich im alkalischen 
Bereich; die zugehörige Kurve zeigt aber andererseits doch schon eine 
deutliche Verflachung. 

Nach den Feststellungen Warburgs, die schon durch Popoviciu 
voll bestätigt werden konnten, bewirkt Zuckerzusatz, sowohl unter 
anaeroben, wie auch unter aeroben (!) Bedingungen eine ebenfalls 
deutliche Hemmung der autolytischen Ammoniakbildung. Den gleichen 
Befund konnten jetzt auch wir in einem mit Leberbrei ausgeführten 
Versuch (Tabelle XII) — zumindest in den alkalischen Proben — 
erheben und wiederum auch auf das zugesetzte Nuclein ausdehnen. 
Freilich fanden wir diesen Zuckereffekt bei den übrigen untersuchten 
Geweben (Niere, Muskel, Thymus) viel stärker ausgeprägt als in diesem 
einen Versuch mit Leberbrei. 


Tabelle I. 
30. Juni 1926. Je l g Schweineleber in 4 ccm Phosphat nach 21 Stunden. 


Ohne Zusatz + 50;, Natr. nuclein. (Merck) 


Pu | NHN  Ola des Wertes NHN | 0/, des zuge» lud. Leerwertes 
| mgs? jo | bei py 70 mg? jy ‚hörig. Leerwertes bei Pg 70 

6,1 51.8 182 | 100,0 193 354 

1.0 28,4 100 | 48.3 170 170 

1,71 23,7 | 83 | 29,9 126 105 


Tabelle II. 4. Juli 1926. 


Je 1g Schweineleber in 4 com 
a Phosphat Py 6.1 
| Nach 8 Std. | Nach 23 Std. 
| mgs0/, NHN | mg»="/, N H3s»N 


5 ccm Phosphat 


Nach 23 Std. 
mg+2/o NHy«N 


| i 
Kontrolle. ...... 15.1 | 80,3 | — 
Cytosn . 2 222.2. | 12.5 | 94.3 Spur 
Guanosin. . 2.2.2... 13,8 56.4 s 
Adenosin. ...... | 44,6 ‚,. 1375 6,0 


1) György, diese Zeitschr. 161, 157, 1925. 
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Tabelle III. 
11. Juli 1926. Je 1 g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 11 Stunden. 


| Ohne Zusatz | + 1 0/7, Adenosin | + 10, Natr. nuclein. (Merck) 

9/7 des ly des | Dn des 

Pa NH;-N Si z] N HzsN NH;-N zu ann Leer, 
| eer , wertes bei 

mg | Pa | mario en Rn 


61 [186 | 228 ¡ro | 860 1920 | 830 | 610 | 1360 
70 61 | 100 1050 | 1050 | 628 | 1030 | 1030 
77 20 | 3 800 1310 


4000 


Tabelle IV. 
8. Juli 1926. Je 1 g Schweineleber in 4ccm Phosphat nach 14 Stunden. 


Ohne Zusatz + 3 0/, Natr. nuclein. (Merck) 


PH NH;z-N ¡0/4 des Wertes = — o des zuge» 10/, d. Leerwertes 
h 


mg-"lo bei bei Dn 70 10 örig. Leerwertes; bei Py 7.0 
4,8 | 37,8 129 u 50.8 133 © av 
5,2 40,4 137 56.5 140 192 
5,5 39,9 135 | 51,0 128 174 
58 | 886 131 489 ` 127 166 
6,1 37,8 129 48,6 129 165 
6,4 35,3 120 46,0 130 157 
6,7 32,7 111 44,5 136 151 
70 | 29,4 100 410 | 139 139 


Tabelle V. 
18. November 1926. Je 1 g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 20 Stunden 


— 


Ohne Zusatz + 3 9/, Natr. nuclein. (Bochringer) 


Pa 0/7 des Wertes N H3sN | 0/7 des zuge» | iv d.Leerwertes 
bei Pg 70 | mg-"/, ¡hóng. Leerwertes bei Pg 70 so 

6,1 22,5 114 221.7 984 1126 

7,0 19,7 100 93,3 474 474 

8,0 18,3 93 125,6 686 633 


Tabelle VI. 
29. November 1926. Je 1 g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 3 Stunden. 


Ohne Zusatz o + 10, Natr. nuclein. (Boehringer) 
Puy NHz-N nu des Wertes | NHyN a des zuge» | io d. Leerwertes 
mëll bei Pg 6.1 | mgr? lo hörig. Leerwertes| bei Pp 6.1 i 
31 | 10.6 113 241 mm 26 
40 100 106 272 272 289 
52 112 119 22 | 252 300 
PINTA MINA 
hr Ä ‚I el e i Fand 
61 | 94 100 | 235 | 250 ¡ 20 
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Tabelle VII. 


22. November 1926. Je 1 cem Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 ccm 
Phosphat nach 22 Stunden. 


Ohne Zusatz + 1°], Natr. nuclein. (Boehringer) 


| 
i 
Pu | N HN 9), des zuge» lu d. Leerwertes 
| | melu hörig. Leerwertes bei De 6,1 
31 `, 836 438 
4.0 683 489 
5.2 566 592 
6.1 567 567 


Tabelle VIII. 


25. November 1926. Je l ccm Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 ccm 
Phosphat nach 12 Stunden. 


| Ohne Zusatz | + 1], Natr. nuclein. (Boehringer) 
Pu NHN Oy des Wertes! NHN | ou des zuges Dia d. Leerwertes 
nn mg." o i bei PH 6l i mel ` ‚hörig. Leerwertes bei Pa 4 
5.2 11.2 119 15 670 798 
5.5 8.1 7; 926 798 
5.8 15 80 | 68.3 911 127 
6.1 9,4 10,629 669 669 


Tabelle IX. 


16. Dezember 1926. Je l ccm Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 ccm 
Phosphat nach 20 Stunden. 


Ohne Zusatz i u +3 Un Natr. nuclein. (Boehringer) 
PH NHN l O'o des Wertes, NHN 


la des zuge» |%/o d.Leerwertes 


me _ Dei Dn 70 l mg hong. Leerwertes bei Py 7.0 H 
7,5 125 145 ëm 2417 
6,0 100 533 | 888 888 
6,5 108 68,3 1051 1138 
Tabelle X. 


8. Dezember 1926. Je lccm Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 ccm 
Phosphat nach 6 Stunden. 


d Ohne Zusatz | +1 oi, Natr. nuclein. (Boehringer) 
PH | NHN - 0, des Wertes NHN Ol, des zuge» ?lod Leerwertes 
mg" (o bei Py 6,1 | mes hórig. Leerwertes bei Pp 6,1 
31 pn 83 oo 660 550 
4.0 55 92 y 45 818 749 
5.5 6.0 100 66 1100 1100 
6,1 60 wg 63 1050 1050 
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Tabelle XI. 
18. Januar 1927. Je 1l g Schweineleber nach 24 Stunden. 


| In 4ccm Pbosphat | In 4ccm Lactat 


ohne Zusatz + 0,5 0/7 Natr. nuclein. ohne Zusatz + 0,5 0/, Natr. nuclein. 


i E: ER | ae Lë 
Pa 52 awg amo La DER va 
NH¿N| S m [NH #55 | SER Nach ES [NHN] $55 | Esc 
SS, os E os 5 KE SE ven 
T om sus SEN, ` Re e pb TR 
ob GE S | =. 2,5 Gs 
I mgo | e mg" o "7 mt mgr0/o | = 
= j 
211 30,4 | 179 ' 103 
140 47.7 | 227 | 166 
165 48,7 164 | 165 


Abb. 1. Abb. 2. 
— Phosphat. eene Phosphat. 
———— Phosphat + Nuclein. Phosphat + Nuclein. 


—— Lactat. 
—— — lactat + Nuclein. 
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Tabelle XVIII. 4. Dezember 1926. Je l cem Glycerinextrakt aus 
Schweineniere in 4 com Phosphat nach 8 Stunden. 


uz __ __-__=--Ó=á á< ]  ] OE RR EE 


y Ohne Zusstz i + 10jo Natr. nuclein. (Boehringer) 
PH , NHzN ‚0/9 des Wertes | NH3-N Dia des zuge- lu d.Leerwertes 
| mgr%o | bei Pg ól i mg-"/o hörig. Leerwertes ` bei Du SI 
EN 4,0 | 80 | 34.2 | 855 ES 684 
4,0 4.0 80 382 | Op 764 
5,5 5.0 100 | 46,5 ' 930 930 
6,1 | 5,0 100 | 441 ¡| 882 — 882 


Tabelle XIX. 26. Januar 1927. 


' Je 4 ccm Lactatlösung 
p ohne Zusatz + 0,5 ?,o Natr. nuclein. 

g N HN Anorg. P NHN o des hörg Leerwert ! Anorg. P 
o | Bi. a BE S ig o mgePlo | WW hong, _ hórg.Leervertes” o meo 
+ je 1g Schweineniere nach 24 Stunden. 

5,5 20,0 788 | 881 190 | 171 
7,0 14,3 75,5 37,1 260 171 
8,0 17,1 788 || 473 277 | 171 
Tabelle XX. 31. Januar 1927. 
| Bun Je 4ccm Lactatlósung WE 
| ohne Zusatz | + 0,5 0/4 Natr. nuclein. 
Pa | 


x S NH-ehN oo des zuge» Anorg. P 
| mëi o mel | mge/o hórig. Leerwertes mg’ o 


+ o A cem Extrakt aus Schweineniere mit physiologischer NaCl nach 24 Std, 


13,8 54.0 28,4 206 135 
70 113 54,0 26.5 235 135 
54,0 27,5 281 y 135 


050 20 ES 


Abb. 3. 


Phosphat. Phosphat + Nuclein. 
— Lactat. - — Lactat + Nuclein. 
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Niere (Tabellen XIV bis XX, Abb. 3 und 4). Überblicken wir die 
Versuche, die wir unter gleichen experimentellen Bedingungen wie 
mit Leberbrei und Leberextrakt diesmal mit Nierenbrei und Nieren- 
extrakt ausgefúhrt haben, so stimmen die Ergebnisse in diesen beiden 
Gruppen fast völlig miteinander überein. Das pa-Optimum der auto- 
lytischen Ammoniakanreicherung liegt analog zum Leberbrei und 
Leberextrakt auch beim Nierenbrei und Nierenextrakt in der Nähe 
von pu = 5,5, allerdings wiederum nur bei Phosphatpufferung. Natr. 
nuclein. wird durch Nierengewebe und Nierenextrakt ebenso des- 
amidiert, wie durch Lebergewebe und Leberextrakt. Die gesetzmäßigen 
Beziehungen dieses fermentativen Vorgangs zu der jeweiligen H-Ionen- 
konzentration einer als Suspensionsflüssigkeit verwandten Phosphat- 
pufferlösung decken sich in beiden Fällen restlos miteinander. Auch 
der hemmende Zucker- und Lactateffekt auf die fermentative NH,- 
Abspaltung (mit oder ohne Zusatz von Purinkórpern) läßt sich im 
Nierenbrei in gleichem Maße nachweisen, wie wir es in den einschlägigen 
Versuchen mit Leberbrei bereits gesehen haben. Allein die Verschiebung 
des pa-Optimums gegen die alkalische Seite zu, wie auch überhaupt 
die spezifische Abhängigkeit des Desamidierungsprozesses von der 
H-Ionenkonzentration sind bei Verwendung von Lactatpuffern im 
Nierenbrei und Nierenextrakt weniger ausgesprochen und auch nicht 
so konstant reproduzierbar, wie mit Leberbrei und Leberextrakt. Die 
für den Leberextrakt festgestellte Förderung der NH,-Abspaltung aus 
zugesetztem Natr. nuclein. unter dem Einfluß einer Lactatpufferung 
zeigte sich bei gleicher Versuchsanordnung auch im Nierenextrakt 
(Tabelle XVII, Abb. 4). 

Thymus (Tabellen XXI bis XXVII, Abb. 5 und 6). In bezug auf 
die rein autolytische Ammoniskbildung, auf die Desamidierung von 
Natr. nuclein. auf die Abhängigkeit dieser feımentativen Reaktion 
von der H-Ionenkonzentration einer Phosphat- oder Lactatpuffer- 
lösung, sowie auf den die NH,-Bildung hemmenden Zucker- und 
Lactateffekt bei Verwendung von Brei und auf die Förderung der 
NH,-Abspaltung aus Natr. nuclein. durch Lactat bei Verwendung 
eines Gewebsextrakts bieten Thymusbrei und Thymusextrakt — 
trotz der Tatsache, daß diesmal Kalbsorgane verwendet wurden — 
die gleichen Verhältnisse dar, wie wir sie aus den Versuchen mit 
Leber-, Nierenbrei und -extrakt bereits im einzelnen kennengelernt 
haben. Zur Vermeidung von Wiederholungen möchten wir somit 
auf das dort Gesagte, sowie auf die zugehörigen Tabellen und 
Abbildungen verweisen. Hervorzuheben wäre vielleicht nur noch 
die im Thymusbrei nicht immer klar zutage tretende, aber in 
den Grundzügen wohl doch stets erkennbare Verschiebung des pu- 
Optimums gegen die alkalische Seite zu in den Versuchen mit Lactat- 
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Tabelle XXIII. 
4. Januar 1927. Je lg Kalbsthymus nach 24 Stunden. 


Je 4ccm Lactatlösung 


| Je 4ccm Phospbatlösung 
Bm sn 


ohne Zusatz 


+ 0,5 0/, Natr. nuclein. 


+ 0,5 0/9 Natr. nuclein. || ohne Zusatz 


a sE | 3 ZP 35 | $y 
Pa PER DE | une EE SE ECH 
NH3N Aer [NHy+N| Zë [Sen Es“ INHaN| Fs Esa 
E P 33 [os m Sau & 32 | SES 
an sr SER vy e o$ du 
merlo |2| Š mern SR m 
5,5 375 32,1 62 152 | 474 | 295 
7,0 | Se ll e dEr Se 
8,0 116 | 298 | 225 55,7 | 108 120 | 215 | 233 
Tabelle XXIV. 


. Je lg Kalbsthymus nach 24 Stunden. 


50,0 | 206 | 189 
52,5 | 242 | 198 
102 | 342 | 126 52,5 | 246 | 198 


°) Die in Klammern befindlichen Zahlen geben den End-Yg-Wert der Lactatpufferung an. 
In den Phosphatlósungen stimmt der Endwert praktisch mit dem Anfangswert überein. 


Tabelle XXV. 
15. März 1927. Je 1 ccm Glycerinextrakt aus Kalbsthymus nach 24 Stunden. 


5.5 (4,5) j 24,8 | 111 | 32,8 | 132| 146 | 17,6 150 
7,0 (6,0) | 22,4 | 100 | 26,4 | 118| 118 | 15,2 161 
85 (7,8) ' 160 | 71 | 224 | 140 | 100 | 144 145 


Tabelle XXVI. A 
23. März 1926. Je l cem Glycerinextrakt aus Kalbsthymus nach 24 Stunden. 


15,1 93 | 27.6 1183| 171 
16,2 | 100 | 20,0 | 125 | 124 
17,3 | 107 | 18,4 | 106 | 114 
Tabelle XX VIT. 


18. Dezember 1926. Je l cem Glycerinextrakt aus Kalbsthymus 
nach 20 Stunden. 


117 | 51,9 | 275 321 
107 | 86,2 | 325 | 347 
120 | 41,1 | 211 | 254 


5,5 
7,0 
8,0 


? 


\ In 4ccm Lactatlösung 


A Á A _— »>zo>XA4«<MIMM>MA4+422 A amaes 


In deem Phosphatlösung 


+1 0/, Natr. nuclein. 
mg.°/o NHy-N 


ohne Zusatz | + 107, Natr. nuclein. obne Zusatz 
mg»/o NH3N |  mg0jo NHaN | mg+"/o NH3N 
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pufferung. In diesem einen Punkte besteht somit zwischen Nieren 
und Thymusgewebe eine besonders auffällige Übereinstimmung. 


77) 70 35 
Abb 6 


Muskel (Tabellen XXVIII bis XXXII, Abb. 7 und 8). Eine auto- 
lytische Ammoniakbildung und eine Desamidierung von zugesetztem 
Natr. nuclein. findet auch im Muskelgewebe, eine NH,-Abspaltung 
aus Natr. nuclein. auch im Muskelextrakt statt. Die Übereinstimmung 
im Verhalten des Muskelgewebes und der bisher behandelten drei 
Gewebsarten besteht auch noch in zahlreichen anderen Punkten, so 
in bezug auf die Hemmung der NH,-Bildung durch Zucker und Lactat- 
zusätze zum Gewebsbrei, oder auf die starke, sogar überschießende 
Förderung der NH,-Abspaltung aus Natr. nuclein. in mit Lactat- 
gemischen gepufferten Fermentlösungen, d.h. Gewebsextrakten. 
Andererseits bestehen aber diesmal auch einige wichtige, nicht zu 
vernachlässigende Abweichungen von der aufgestellten Norm. So ist 
die Intensität der autolytischen NH,-Bildung oder die Desamidierung 
von zugesetzten Purinkörpern im Muskelgewebe und Extrakt in der 
Regel eine viel geringere als in den bisher untersuchten drüsigen 
Organen. Die Beziehungen der H-Ionenkonzentration zum fermen- 
tativen Vorgang, so auch das pa-Optimum sind beim Muskelgewebe 
und Extrakt, selbst bei Phosphatpufferung, in unseren zahlreichen 
Versuchsreihen nicht mit der Regelmäßigkeit reproduzierbar gewesen, 
wie wir sie bisher zu schen gewohnt waren. So viel dürfte jedoch auf 
Grund der vorliegenden Ergebnisse wohl feststehen, daß das pa-Optimum 
der autolytischen NH,-Bildung im Muskel nicht bei pa = 5,5, sondern 
mehr im alkalischen Bereich, etwa um pu 7,0 bis 8,0 liegt. Auch die 
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Tabelle XXX. 


16. Februar 1927. Je 4ccm Phosphatlósung + je 1g Schweinemuskel 
nach 21 Stunden. 


| Obne Zusatz | NN + 0,5 0/7 Natr. nuclein. 


H N Ha3+N dÉ dea zuge» Hie d Leerwertes 
mgs? hörig. Leerwertes bei Pg 7.0 
5,5 141 | 69 20,2 143 | 
7,0 20,5 100 22,5 110 | 110 
8,0 24.9 121 25,6 103 | 125 


Tabelle XXXI. 


18. Februar 1927. Je 4ccm Phosphatlósung + je lg Schweinemuskel 
nach 20 Stunden. 


6,1 13,3 u1 j 120 90 Í 100 
70 12.0 100 | 187 156  ; 156 
80 14,7 122 16.0 109 | 13 


Tabelle XXXII. 


25. Februar 1927. Je 4ccm Phosphatlósung + je l g Meerschweinchen- 
muskel (besonders rasch verarbeitet) nach 20 Stunden. 


6,1 10,3 14,3 139 129 
7,0 11,1 100 15,0 135 135 
8,0 11,8 106 167 |; 12 150 


EAN 

Edroktolis Mushel < 
0 0 Ry 
80 70 55 80 70 55 


Abb 7. Abb. 8. 


Desamidierung des Natr. nuclein. unter dem Einfluß von Muskel- 
gewebe und Extrakt besitzt ihren Höhepunkt, ihr Optimum, im gleichen 
alkalischen pu-Bereich. 
| Es erhebt sich nun die Frage, ob den letztgenannten Unterschieden, 
in erster Linie der Verschiebung des pa-Optimums, eine so große Be- 
deutung zukomme, daß wir dadurch für das Muskelgewebe eine von 
den übrigen untersuchten Gewebsarten völlig abweichende Form der 
autolytischen NH,-Bildung und besondere selbständige Beziehungen 
zum Purinstoffwechsel postulieren müßten. Die zahlreichen übrigen 


Autolytische Ammoniakbildung in Geweben. III. 217 


Analogien, die das Muskelgewebe in diesem Teilvorgang mit dem Leber-, 
Nieren-, Thymusgewebe aufweist, lassen wohl schon von vornherein 
gewisse Zweifel an der Berechtigung dieser Annahme aufkommen. 
Besteht nun die von Embden geäußerte Ansicht, wonach das Muskel- 
ammoniak auf die Desamidierung von Adenosinphosphorsäure zurück- 
zuführen sei, tatsächlich aber zu Recht, so ist damit — trotz der er- 
wähnten Unterschiede — auch die grundsätzliche Identität der auto- 
lytischen Ammoniakbildung im Muskel und in den drüsigen Organen 
sicher erwiesen. Denn nach unseren eigenen Untersuchungen und 
Deduktionen dürfte auch in den drüsigen Organen, so in der Leber, 
Niere und Thymus das Ammoniak vornehmlich aus dem gleichen 
Nucleosid, aus Adenosin entstehen. Den besprochenen Differenzen 
können wir demnach nur eine untergeordnete Bedeutung beimessen?). 


Tabelle XXXIII. 
1. Februar 1927. Kaninchenblut nach 5 Stunden. 
Ohne Zusatz | ln SS | 

O, gesättigt . . .. . 1.4 1.6 St 
CO, gesättigt | 1,04 0,9 | mg-%o NH;-N 

5. Februar 1927. Kaninchenblut nach 7 Stunden. 
Oa gesáttigt . . . . +. | 1,14 1,18 | ET : 
CO, gesättigt i | 0,86 0,81 | mg-% N Hş-N 


Blut (Tabelle XXXIII). Die von Parnas und seinen Mitarbeitern 
genauer studierte ,autolytische“ NH,-Bildung im Blute konnte von 
uns am Kaninchenblut bestätigt werden. Das pa-Optimum fanden wir 
in Übereinstimmung mit Parnas im alkalischen Bereich. Zusatz von 
Natr. nuclein. blieb auf die NH,-Anreicherung im Blute ohne Einfluß. 
Aus dem komplexen Natr. nuclein. konnte demnach das Blut, im Gegen- 
satz zu den übrigen untersuchten Geweben, kein Ammoniak abspalten. 
Der negative Ausfall dieser Versuche spricht aber noch nicht unbedingt 
gegen jede Beteiligung von Purinkörpern an der NH,-Bildung im Blute. 
Wir müssen vielmehr mit der Möglichkeit rechnen, daß ein weniger 
komplexes Purinderivat, so ein Nucleosid oder eine freie Purinbase, 
durch das Blut doch noch desamidiert werden kann. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


In den vorhergehenden, ausführlich besprochenen und erläuterten 
Versuchsreihen gelang es uns, den Beweis zu liefern, daß Leber-, Nieren-, 
Thymus-, Muskelgewebe und ebenso auch die aus diesen Organen 


1) Die Möglichkeit der Desamidierung anderer Purinkörperderivate 
möchten wir indessen nicht in Abrede stellen. 
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hergestellten Extrakte, das käufliche Natr. nuclein. und auch das 
Adenosin, mithin ein Nucleosid, zu desamidieren vermögen. Diese 
fermentative Abspaltung aus zugesetzten Purinkörpern und die rein 
autolytische Ammoniakbildung weisen nun aber in ihrem Verlauf in 
ihren Beziehungen zur H-Ionenkonzentration — in diesem Punkte 
mit geringer Abweichung beim Muskelgewebe —, sowie ihrer spezifischen 
Beeinflußbarkeit durch Zucker- und Lactatzusätze, eine so weitgehende 
Übereinstimmung auf, daß wir angesichts der drückenden Fülle dieser, 
wenn auch nur indirekten Beweismomente nicht anstehen, schon die 
rein autolytische Ammoniakbildung mit dem zellulären Purinstoff- 
wechsel in kausalen Zusammenhang zu bringen. Die Muttersubstanz 
des Gewebsammoniaks würde somit innerhalb der Reihe der Purin- 
körper, vermutlich unter den Nucleosiden zu suchen sein, und zwar 
ohne Ausnahme in allen von uns untersuchten, fermentativ aktiv 
gefundenen Geweben. Die zugehörigen Desamidasen sind im Purinstoff- 
wechsel schon seit langem bekannt, ihre Bedeutung für die omnizelluläre 
Ammoniakbildung geht jedoch erst aus den vorliegenden Untersuchungen 
hervor. Von Interesse und mit unseren Ergebnissen in gutem Einklang 
steht eine ältere, von uns eingangs schon kurz gestreifte Beobachtung 
Kutschers bzw. Jones (l.c.), wonach im Thymusbrei eine Ammoniak- 
anreicherung hauptsächlich bei saurer Reaktion stattfinden soll. 

Die von uns befürwortete Annahme kausaler Beziehungen zwischen 
Purin- und Ammoniakstoffwechsel dürfte auch für den gesamten 
Zellchemismus noch einige wichtige Ausblicke eröffnen. So müßten 
wir im Ammoniakstoffwechsel — als zum Purinstoffwechsel gehörig — 
einen Teilvorgang des Zellkernchemismus erblicken und ihn dement- 
sprechend in den Zellkern verlegen. Die oben ausführlich erörterte 
Verkoppelung der Ammoniakbildung mit glykolytischen Zellprozessen, 
so auch die Beeinflußbarkeit der NH,-Abspaltung durch Lactat- und 
Zuckerzusätze, sprechen weiterhin dafür, daß auch die Glykolyse, 
zumindest mittelbar, mit der Lebenstätigkeit des Zellkerns in engstem 
Konnex steht. Glykolyse, Purinstoffwechsel und Ammoniakbildung, 
letzten Endes also bestimmte Teilvorgänge des organischen (und zwar 
des Kohlehydrat — und des N —) und des anorganischen Stoffwechsels, 
lassen sich somit unter einem gemeinsamen Gesichtswinkel betrachten. 

Die autolytische Ammoniakbildung fand bei unserer Versuchs- 
anordnung unter anaeroben Bedingungen statt und stellt demnach 
mehr oder weniger nur eine Absterbeerscheinung dar. Bedenken wir 
nun aber — worauf Embden erst vor kurzem mit Recht hinwies —, 
„daß immer wieder solche Vorgänge, die ursprünglich als Absterbe- 
erscheinungen aufgefunden wurden, später als Begleiterscheinungen 
der Tätigkeit erkannt werden konnten‘, so dürften wir kaum zögern, 
die von uns für die autolytische NH,-Bildung erkannten Schluß- 
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folgerungen auch auf die Verhältnisse in vivo zu übertragen. Dies um 
so mehr, weil nach neueren übereinstimmenden Literaturangaben, die 
wir eingangs bereits kurz besprochen haben, die NH,-Bildung tatsächlich 
zu den konstanten Lebenserscheinungen der Zellen und der Gewebe 
gehört. Die Tatsache, daß wir außer der Desamidierung von Purin- 
körpern — von der Histidase abgesehen — für das Gewebsammoniak 
bisher keine andere Entstehungsmöglichkeit namhaft machen konnten, 
spricht allein schon dafür, daß die aerobe, physiologische und die 
anaerobe, so auch die von uns studierte autolytische Ammoniakbildung 
keine prinzipiell verschiedene Reaktionen darstellen. Auf die Richtigkeit 
dieser unitaristischen Betrachtungsweise deutet auch der Umstand hin, 
daß die Beziehungen der Ammoniakbildung zur Glykolyse nach den 
einschlägigen Untersuchungen Warburgs!) (l.c.) unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen stets identisch sind. Freilich werden eine 
endgültige Entscheidung in diesem Punkte nur direkte Purin- und 
NH,-Umsatzbestimmungen im überlebenden Gewebe zu erbringen 
vermögen. 
Zusammenfassung. 


l. Leber-, Nieren-, Thymus- und Muskelgewebe und die aus diesen 
Organen hergestellten Extrakte vermögen aus Natr. nuclein. und auch 
aus Adenosin Ammoniak abzuspalten. Im Blute ließ sich eine Des- 
amidierung des Natr. nuclein. nicht feststellen. 

2. Die Ammoniakabspaltung weist in ihrem Verlauf, in ihrer 
Abhängigkeit von der H-Ionenkonzentration, sowie in ihrer Beeinfluß- 
barkeit durch Zucker- und Lactatzusätze das gleiche Verhalten auf, 
wie die rein autolytische zusatzfrei erfolgte NH,-Bildung in den gleichen 
Geweben. 

3. Das pa-Optimum der Desamidierung liegt bei Phosphatpufferung 
in der Nähe von pm 5,2 bis 5,5. Das Muskelgewebe zeigt in diesem 
einen Punkte eine geringe Abweichung von der Norm; hier ist das 
pa-Optimum etwas gegen die alkalische Seite verschoben. 

4. Auf Grund der weitgehenden Analogien zwischen autolytischer 
NH,-Bildung und NH,-Abspaltung aus Purinkörpern führen wir die 
autolytische und mit Vorbehalt der Bestätigung durch weitere, mehr 
direkte Beweise auch die physiologische N H,-Bildung in den Geweben 
auf einen Teilvorgang im Rahmen des Purinstoffwechsels zurück. Die 
zelluläre Ammoniakbildung wäre dann eine besondere Lebensäußerung 
des Zellkerns. 

5. Auf die Beziehungen des Ammoniakstoffwechsels zur Glykolyse 
und Atmung wird hingewiesen. 


I) Von uns in bisher unveröffentlichten Versuchen bestätigt. 


Vom Wesen der Brenztraubensáure-vergárung!). 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Mit 18 Tabellen. 


Die neueren Anschauungen über den Verlauf der alkoholischen 
Gärung und verwandter biologischer Zuckerspaltungen ranken sich, 
soweit die letzten Phasen dieser Abbauprozesse in Betracht kommen. 
um zwei Tatsachen?). 

Eine derselben ist die im Jahre 1911 beschriebene Vergärbarkeit 
der Brenztraubensäure, die im Sinne der Gleichung CH,.C00.COOH 
= (CH,.CHO+ CO, in Acetaldehyd und Kohlendioxyd durch ein 
weitverbreitetes Ferment, die Carboxylase, zerlegt wird. Die andere 
Tatsache ist die im Jahre 1913 festgestellte biologische Angreifbarkeit 
des Brenztraubensäurealdehyds, des Methylglyoxals; diese Substanz wird 
durch ein nahezu ubiquitäres Enzym der tierischen und pflanzlichen 
Zellen zur Milchsáure hydratisiert: CH,.CO.COH+H,0 = CH, 
.CHOH.COOH. 

Außer den Hefen haben sich manche andere Mikroorganismen — 
Bakterien wie Pilze — als befähigt erwiesen, die Brenztraubensäure 
zu spalten, und zugleich wuchs unser Wissen von den Zellarten, die 
Milchsäure aus Methylglyoxal erzeugen. Für die typischen bakteriellen 
Erreger der reinen?) sowie gemischten?) Milchsáuregárung, für die 
Gewebe grüner Pflanzen, welche unter anaeroben Bedingungen die 
sonst nicht in Erscheinung tretende Milchsäure liefern, ferner für die 


1) Vorgetragen in der Sitzung der deutschen chemischen Gesellschaft 
am 16. Mai 1927. 

2) Literatur s. bei C. Neuberg, Moncgr. Jena 1913 und in Oppen- 
heimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., Band II. Umsatz der Kohlen- 
hydrate, S. 442, 1924; ferner bei C. Neuberg und AT. Kobel in Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, S. 593, 1927. 

3) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 166, 482, 1925; C. Neuberg 
und E. Simon, ebendaselbst 186. 331, 1927. 

4) C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 
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Geschwulstzellen, deren so charakteristische Stoffwechselleistung nach 
O. Warburg in der massenhaften Erzeugung von Milchsäure besteht, 
für sie alle ist ein Gehalt an Ketonaldehydmutase, d. h. an jenem 
Ferment festgestellt worden, das den labilen Ketonaldehyd Methyl- 
glyoxal zur Milchsäure stabilisiert. 

Auf Grund dieses umfangreichen experimentellen Materials gewann 
die Theorie an Boden, daß Brenztraubenaldehyd wie Brenztraubensäure 
bedeutungsvolle Zwischenprodukte der biochemischen Zuckerspaltung 
bilden. Ständige Wiederkehr der Erscheinungen und quantitativer Verlauf!) 
der Umsetzungen sind es gewesen, die nach Zahl und Maß diesen ein- 
fachen Grundformen des Stoffwechsels ihre Bedeutung verliehen haben. 
Weiterhin lassen kinetische Auswertungen, die O. Meyerhof einerseits und 
R. Kuhn andererseits jüngst vorgenommen haben, keinen Zweifel daran, 
daß die Schnelligkeit jener Methylglyoxal-umwandlung größer ist, als 
die der regelrechten glykolytischen Umwandlung von Zucker in Milch- 
säure; demnach widerspricht auch vom physikalisch-chemisshen Stand- 
punkte nichts der Annahme, daß Methylglyoxal in der Norm das 
Zwischenprodukt darstellt. Es sei auch erwähnt, daß Methylglyoxal, 
wenngleich noch nicht in befriedigenden Ausbeuten, bei Zuckerspaltungen 
isoliert worden ist, nämlich von Fernbach (1910), Aubel (1921), Toenniessen 
und Fischer (1926) sowie von uns selbst in Aufarbeitung des 1920 auf- 
gestellten Programms, und zwar mit einem Vertreter der wenig giftigen 
Hydrazinbasen (Sulfo-carbaminsäure-hydrazid), auf die wir damals 
als geeignete Abfangmittel verweisen konnten?). 

Es war eine Gutschrift auf das Konto der Brenztraubensäure-theorie, 
daß es mit Hilfe der Abfang-methoden gelang, die von der Theorie ge- 
forderte Acetaldehyd-stufe der Gärung zu fixieren. Wir kennen bis heute 
keine andere Substanz als Brenztraubensäure, die unmittelbar und in 
einfacher Reaktion auf biochemischem Wege Acetaldehyd liefert. 
Wiederum sind es Umfang und Häufigkeit des carboxylatischen Pro- 
zesses gewesen, die ihm Beachtlichkeit eintrugen. Mit Hilfe unseres 
ersten Abfangverfahrens, das sich der sekundären schwefligsauren 
Salze bedient, ist in einer Ausbeute, die angesichts eines Eingriffs 
in den physiologischen Fundamentalvorgang als außerordentlich be- 
deutend bezeichnet werden muß, nämlich in 80% der theoretischen 
Menge, Acetaldehyd bei der alkoholischen Zuckerspaltung gefaßt. 
Aber nicht allein die überzeugende Quantität, der gewaltige Ertrag 


1) Über die quantitative Spaltung sich umsetzender Brenztraubensäure 
s. die Angaben von C. Neuberg und A.v. May (diese Zeitschr. 140, 299, 
1923), über die quantitative Dismutation des Methylglyoxals s. C. Neuberg 
und d. Gorr (ebendaselbst 162, 490, 1925) sowie C. Neuberg und E. Simon 
(ebendaselbst 186, 331, 1927). 

2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 286, 1920. 
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an Aldehyd, war entscheidend, sondern zugleich die Aufdeckung der 
zur Oxydationsstufe Acetaldehyd korrelativen Reduktionsphase. Da 
diese in Gestalt des Glycerins in äquivalenter Menge isoliert wurde, 
so hatten wir damit den ersten und unanfechtbaren Beweis für den 
oxydo-reduktiven Charakter des Gärprozesses erbracht. Indem die 
Rolle des Acetaldehyds als eines primären Zerfallsproduktes sicher- 
gestellt war, entfielen nunmehr die Einwände, die E. Buchner, K. Lang- 
held und S. Skraup!) gegen irgend eine Bewertung?) jener bedeutungs- 
losen und unter nicht stichhaltigen Versuchsbedingungen (von Roeser, 
Trillat und Sauton, Kayser und Demolon, Kostytschew, Ashdown und 
Hewitt sowie anderen) beobachteten Aldehydspuren mit vollem Recht 
in bezug auf das eigentliche Gärungsproblem geltend gemacht haben. 
Mit der gleichen Abfangmethode sowie mit Hilfe unseres zweiten Abfang- 
verfahrens, der Dimedon-methode, ist der Acetaldehyd dann als Durch- 
gangsstufe zutage gefördert bei den Gárungsvorgángen, die durch 
viele andere Zellarten, auch durch tierische, ausgelöst werden. 

Das Interesse an diesen Erscheinungen stieg durch die Feststellungen, 
daß die Zerlegung der Kohlenhydrate durch Monilien, Mucoraceen, Torula- 
sorten, Endomycesarten, daB ferner die Buttersäuregärung, die ihr ver- 
wandte Cellulosevergárung, die .Acetongárung, die Essiggärung, die 
Spaltung des Zuckers durch die Bakterien aus der Coli- Aerogenes-Gru ppe 
sowie durch Ruhrbazillen den Weg über Acetaldehyd nehmen. 

Als der alkoholischen Gärung verwandt betrachten wir gegen- 
wärtig die sogenannte intramolekulare Atmung der Pflanzen und die 
Vorgänge tn der Muskulatur. Hier haben unsere Abfang-verfahren ebenfalls 
eine Abbaustraße über den Acetaldehyd aufgezeigt. 

Im Acetaldehyd und der Brenztraubensäure liegen — losgelöst 
von jeder Theorie — Stufenabsätze vor, die unzweifelhaft biologische 
Stationen ersten Ranges sind. Diese sind außerdem die Knotenpunkte, 
an denen in die Brenztraubensäure ein Abbauweg des Eiweißes und des 
Fettes münden; die Hauptplätze sind zugleich Orte, von denen Brücken 
wieder in das Reich der Proteine?) und der Lipoide führen. 

Somit konnte zusammenfassend Fr. Knoop*) es unlängst für ein 
Grundphänomen des Stoffwechsels erklären, daß Ab- und Aufbau der 


1) E. Buchner, K. Langheld und S. Skraup, B. 47, 2552, 1914. 

2) Es mul bemerkt werden, daß die meisten nachstehend erwähnten 
Autoren ihre Befunde richtig gar nicht anders als sekundäre Erschei- 
nungen eingeschätzt haben. 

3) Vgl. hierzu die durch ihren Mechanismus bedeutungsvollen Um- 
wandlungen von Alanin und Asparaginsäure in Pyruvinat, die AI. Berg- 
mann und F. Stern (Ann. 448, 20, 1926) sowie M. Bergmann, E. Kann 
und A. Miekeley (ebendaselbst 449, 135, 1926) in grundlegenden Unter- 
suchungen auf rein chemischem Wege verwirklicht haben. 

4) F. Knoop, Münch. med. Wochenschr. 73, 2151, 1926. 
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drei Hauptnährstoffgruppen, der Kohlenhydrate, Fette und Proteine, 
ihren Verlauf gemeinsam über Bıenztraubensäure und Acetaldehyd 
nehmen. 

Vergegenwärtigt man sich weiter, daß nach recht zahlreichen und 
bestimmten Angaben verschiedener Forscher — wie W. Palladın, 
Ssabinin und Lowtschinowskaja (1915), Fernbach und Schoen (1913), 
Beijerinck und Folpmers (1916), Mazé und Ruot (1916), Grab (1921), 
Chapman (1921), Cambier (1922), Aubel (1923), Kayser (1923), Quastel 
(1924), Berthelot (1924), Cagan (1926), Mosca F. Traetta (1926) —, 
Brenztraubensáure, zum Teil sogar in wesentlichen Mengen, bei Abbau- 
prozessen isolieıt worden ist, so erwuchs uns aus der geschilderten 
Situation die Pflicht, die experimentellen Grundlagen dieses Problems 
immer wieder zu prüfen und festzustellen, ob mit der fortgeschrittenen 
Erkenntnis die gezogenen SchluBfolgerungen im Einklange stehen. Auf 
diese Frage jetzt einzugehen und aus der Zahl unserer angesammelten 
Beobachtungen neue Einzelheiten mitzuteilen, geben uns Veran- 
lassung zwei vor kurzem erschienene Veröffentlichungen der Herren 
H. Haehn und M. Glaubitz!), die vom physiologischen Standpunkt aus 
der Meinung Ausdruck verliehen haben, die Brenztraubensäure sei 
ein solches Gift, daß sie als biologisches Zwischenprodukt der alkoholi- 
schen Zuckerspaltung nicht ohne weiteres in Betracht komme und 
außerdem langsamer vergoren werde als Zucker. 

Es ist klar, daß ein Zwischenprodukt mindestens mit derselben 
Geschwindigkeit umgesetzt werden muß, wie das Ausgangsmaterial, 
wenn man ihm die Rolle eines Intermediärgebildes zuerkennen will. 

Die genannten Autoren haben u. a. Versuche beschrieben, die 
folgendermaßen ausgeführt wurden: 

Sie verglichen bei 30% die Gärgeschwindigkeit einer 1%igen 
Traubenzuckerlósung mit der Gärgeschwindigkeit einer 1%igen 
Lösung von Brenztraubensäure, indem sie in beiden Fällen auf 100 ccm 
der Substratlösung 5g lebende Hefe zur Anwendung bringen. 

Brenztraubensáure ist eine sehr kräftige Säure, ihre 1 % ige Lösung 
ist beinahe von der Stärke einer n/10 H,SO,. 

Dabei ist es in der Tat nicht möglich, die Brenztraubensäure durch 
lebende Erreger mit derselben Geschwindigkeit umzusetzen wie Zucker. 

Hält man aber die Reaktion nach dem Prinzip der Pufferung 
konstant bei der Wasserstoffionen-konzentration, die optimal für die 
alkoholische Zuckerspaltung ist, nämlich bei etwa pa = 5, so können 
wir fünf Bedingungen angeben, unter denen die Brenztraubensäure das 
Postulat der Theorie erfüllt, schneller als Glucose oder ebenso schnell 


1) H. Haehn und M. Glaubitz, Chemie der Zelle und Gewebe 13, 86, 
1926; Ber. 60, 490, 1927. 
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wie sie vergoren zu werden. Es sind dieses die Anwendungen von 
Trocken-hefe, von Aceton-hefe, von Alkohol-Äther-heje, von Hefen-maze- 
rationssaft sowie von frischer Hefe in Gegenwart von Toluol. 


Die Aufzählung dieser fünf Hefenzubereitungen zeigt bereits, daß 
eme Bedingung erfüllt werden muß, um den glatten enzymatischen 
Zerfall der Brenztraubensäure zu gewährleisten: Das ist nämlich die 
Regelung der Permeabilitätsfrage. Die Hefenzelle ist diffusibel für Zucker, 
sie ist beschränkt oder vermindert durchlässig für Brenztraubensäure. 
Wenn man nun Trockenhefe, Acetonhefe, homogenen!) Hefenmaze- 
rationssaft usw. benutzt, so fallen die Unterschiede in der Permeabilität 
fort, weil bei allen diesen Hefenpräparaten die Zellwand genügend ge- 
lockert, durchlöchert oder beseitigt ist. Gleich uns haben auch H. v. Euler 
und die Forscher aus seiner Schule, die das Verhältnis von Gär- 
geschwindigkeit der Brenztraubensäure zur Gärgeschwindigkeit der 
Glucose mehrmals einer sorgfältigen Prüfung unterzogen haben, den 
von ihnen so genannten N-Quotienten stets größer als 1, d. h. die Gär- 
geschwindigkeit der Brenztraubensäure betráchtlicher als die von Zucker 
gefunden?). | 

Bei der allgemeinen Bedeutung dieser Verhältnisse haben wir 
neue Versuche vorgenommen. Aus theoretischen Gründen war es vor- 
zuziehen, Lösungen derselben Molarität zu vergleichen und dann 
natürlich 2 Mol Brenztraubensäure (C,H, Oy) einem Mol Zucker (C,H,,0,) 
gleichzusetzen. Wir stellen also in Parallele die vergleichende Vergärung 
einer 0,88% igen Brenztraubensäure (m/10) und die einer 0,9 %,igen 
Glucose (m/20). Wie man sieht, weicht die Konzentration nicht in 
irgendwie in Betracht kommender Weise von der zu 1%, bemessenen 
der erwähnten Autoren ab. Im Gegensatz zu ihnen haben wir aber 
in beiden Fällen die Vergärung bei der gleichen Wasserstoffionen- 
konzentration von pa = 5 vorgenommen. ÜUnterläßt man die 
Pufferung der Brenztraubensäure, so ist es klar und läßt sich auch 
durch das Experiment demonst.ieren, was angerichtet wird, wenn man 
so vorgeht wie Haehn und Glaubitz es getan haben. 

5g frische Hefe, wie sie die Autoren verwenden, enthalten nach 
den Analysen des Instituts für Gärungsgewerbe 1,25g Trockensubstanz, 
und diese besteht nach den Feststellungen?) der gleichen Anstalt 
(Hayduck, Heinzelmann, Schönfeld und Rommel) zu rund 50 % aus Eiweiß. 


1) Von dem von Buchner und Abderhalden festgestellten Gehalt des 
Hefensaftes an lebensfähigen Zellen kann hier abgesehen werden. 

2) H. v. Euler und S. Karlsson, diese Zeitschr. 130, 550, 1922; E. Lind- 
berg, ebendasclbst 132, 129, 1922; R. Nilsson und E. Sandberg, ebendaselbst 
174, 111, 1926. 

8) Zitiert nach Fuler-Lindner, Chemie der Hefe, S. 62; Kiby, Preß- 
hefefabrikation, S. 246; König, Nahrungs- und Genußmittel 2, 1159, 1904. 
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Man muß annehmen, daß dieses Protein in der lebenden Hefenzelle nicht 
denaturiert, sondern gelöst ist. 

Wir versetzen bei Zimmertemperatur 0,625g durch Mazeration 
von Trockenhefe gewonnenes koagulables Hefeneiweiß, die sich in 15 ccm 
Lösung befinden — entsprechend den Angaben von Haehn und Glau- 
bitz — mit lg Brenztraubensáure. Nach kurzem Stehen bei Zimmer- 
temperatur erfolgt eine fast vollkommene Gelatinierung, eine Koagu- 
lation bzw. irreversible Säurefällung des Hefenproteins. In Wirklichkeit 
wird der Effekt bei der von den erwähnten Autoren gewählten Ver- 
gärungstemperatur von 30° noch stärker sein; denn 0,625g Eiweiß 
befinden sich eingeschlossen in 1,25 g Hefe, also auf einem sehr engen 
Raume. In dem Grade, wie die Brenztraubensäure die Zellwand, wenn 
auch langsam, durchdringt, muß auf dem kleinsten Platze sich im 
Prinzip dasselbe ereignen, wie in der Lösung des Hefeneiweißes. Schon 
vor Jahren haben E. Buchner und M. Hahn sowie zahlreiche andere 
Forscher dargetan, daß Säuren bereits in schwacher Konzentration das 
Hefeneiweiß flocken!), und es läßt sich zeigen, daß auch bei einer 
Verminderung der Brenztraubensäure-konzentration, d. h. bei einem 
Gehalt unter 1%, selbst beim Ausbleiben sichtbarer Koagulationen 
Veränderungen in dem Zustand der HefeneiweiBlósung und an den ihr 
enthaltenen Fermenten eintreten, die ultramikroskopisch wahrnehmbar 
sind. Diese Verhältnisse sind gegeben, wenn man so vorgeht, wie es 
A.Lebedew?) tut. Er arbeitet, wenn man seine Zahlen umrechnet, 
mit Ansätzen von Hefensaft, die in bezug auf Brenztraubensäure 
0,7 %ig sind. 

Wie vorauszuschen war, unterscheiden sich solche Gemische hin- 
sichtlich Ausflockung der in ihnen enthaltenen Hefenproteine nicht 
wesentlich von einem Ansatz, der 0,88%, freie Brenztraubensäure 
enthielt. Fügt man nämlich, konform mit Lebedew, zu 24ccm Saft 
0,166 g Brenztraubensäure, gelöst in 1 cem Wasser, so bemerkt man 
eine momentane Flockung, und beim Einhängen des Gefäßes in einen 
Thermostaten bei 30° erfolgt eine weitgehende Koagulation. In ab- 
geschwächtem Maße tritt das gleiche Phänomen ein, wenn man zu 24 ccm 
Saft 0,1 g Brenztraubensáure in 1] cem Wasser fügt. Die dann 0,4% 
freie Brenztraubensäure aufweisende Mischung trübt sich augenblicklich ; 
während des Stehens bei 30° sowohl wie bei Zimmertemperatur kommt 
es zu einer starken Ausflockung, die bei 30% schon innerhalb 5 Minuten 


1) Buchner-Hahn, Zymasegärung, S. 72; E. Buchner und F. Klatte, 
diese Zeitschr. 8, 533, 1908; J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper, 
ebendaselbst 54, 109, 1913; C. Neuberg, ebendaselbst 71, 25, 1915; 
A. Wróblewski, B. 81, 3218, 1898; P. Thomas, Ann. Inst. Past. 35, 
43, 1921; H. Lúers und F. Ottensooser, diese Zeitschr. 148, 130, 1924. 

2) A. Lebedew, Fermentforschung 9, 81, 1926. 
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als ein dickes Gerinnsel wahrgenommen wird. Über das ganz andere 
Aussehen der Hefensäfte nach vorangehender Pufferung sowie über 
das Verhalten der freien und gepufferten Brenztraubensäure in Hefen- 
mazerationssaft werden weiter unten (s. S.233) Angaben gemacht. 

Man kann sich vorstellen, daß der langsame Durchtritt von Brenz- 
traubensäure durch die Membranen lebender Zellen gerade mit jenen 
in sogenannten Zymaselösungen demonstrierbaren Eiweißflockungen zu- 
sammenhängt, und es kann daher nicht wundernehmen, daß die Brenz- 
traubensäure mit frischen Hefen langsamer vergärt als der leicht 
permeable, keine Poren verstopfende und dabei in chemischer Hinsicht 
für die Zelle ‚neutrale‘ Zucker. Natürlich ist die EiweiBflockung nicht 
der allein maßgebliche Faktor; denn auch gepufferte Brenztraubensäure 
wird durch lebende Hefe weniger schnell zerlegt, da sie langsamer 
eindringt. Man wird aber weiter in Betracht zu ziehen haben, daß 
diese zu den verschiedensten Umsetzungen neigende Ketonsäure auch 
als Salz bei weitem nicht die Indifferenz von Zucker besitzt. Für 
sie gilt jedenfalls der von uns schon 1913 gewürdigte und jüngst 
auch von anderen Autoren hervorgehobene Gesichtspunkt, „daß es 
für physiologisches Geschehen einen großen Unterschied bedeutet, ob 
ein Stoff zugesetzt wird, oder von Natur an richtiger Stelle und 
jeweils in genügender Menge entsteht‘‘!). 

Daß eine Säure von der Stärke der Brenztraubensäure in höherer 
Konzentration für lebende Zellen giftig ist, erscheint als eine Selbst- 
verstándlichkeit. Haehn und @Glaubitz (l. c., Chemie der Zelle und Ge- 
webe) heben hervor, daß 1 % ige Brenztraubensäurelösungen darin sus- 
pendierte Hefenzellen zur Abtötung bringen. Wir meinen, man sollte bei 
solchem Vorgehen nicht von Untersuchungen ‚vom biologischen Stand- 
punkt aus" sprechen. Wir glauben vielmehr, daß es sich hier um neue 
Beiträge zur Toxikologie der ungepufferten Brenztraubensäure handelt, 
daß aber die von den Autoren gewählte Versuchsanordnung unzulänglich 
für eine Entscheidung physiologischer Fragen ist. Die Autoren ver- 
fahren nämlich etwa so, als ob man einem Menschen — wobei wir nicht 
das Gewicht von Mensch und Hefe in Beziehung setzen, sondern nur 
die resorbierende Oberfläche von Hefe und Magen-Darm-Kanal ver- 
gleichen wollen — ungefähr einen Liter 1% ¡ge Schwefelsäure zu trinken 
geben würde. Damit bringt man den Menschen um, während man 
seit Glaubers Entdeckung (1661) weiß, daß man die áquivalente 
Menge neutralisierter Schwefelsäure, beispielsweise als Glauber- oder 
Bittersalz, ohne Schaden verträgt. 

Nach H.H. Meyer und R. Gottlieb?) kann von den Salzen 
Na SO, + H,O oder Na,SO, + 10H,0 oder MgSO, + 7H,O 

1) C. Ncuberg, Monogr., S. 14. Jena 1913. 

2) H.H. Meyer und R.Gottlieb, 3. Aufl., S. 192, 1914. 
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die Einzeldosis 30g betragen. Dasselbe findet man bei E. Poulsson!) 
angegeben. 

Schon 12 Jahre vor der Mitteilung von Haehn und Glaubitz hat 
der eine von uns?) folgende Versuche beschrieben. 

Wenn man Hefe mit der zehnfachen Menge 2 % iger Traubenzucker- 
lösung und vergleichsweise mit 2%,iger Brenztraubensáurelósung 24 
bis 28 Stunden bei 37° digeriert, die Hefe sodann durch Zentrifugieren 
sammelt und auswäscht, so zeigt sich ganz regelmäßig, daß die mit 
Brenztraubensäure vorbehandelten Hefen jegliche Gärkraft verloren 
haben, während die ‚„Zuckerhefen‘ ihre normale Wirksamkeit entfalteten. 
Ausdrücklich haben wir bereits damals hervorgehoben, daß dieser 
Effekt nur der freien Brenztraubensáure eigen ist. ,2%ige Brenz- 
traubensäure, die durch Moderatoren abgestumpft ist, beeinflußt die 
vorbehandelte Hefe nicht anders, als 2%ige Traubenzuckerlösung, 
ja sie schädigt die Zymase weniger als die Vorbehandlung mit Zucker“. 

Die Pufferung war zu jener Zeit mit dem alkalischen Di-kalium- 
phosphat (K,HPO,) bewirkt worden3). Solche Versuche, die früher 
mit Hefe XII, UM, US sowie OM, sämtlich vom Institut für Gärungs- 
gewerbe, ausgeführt worden sind, haben wir nunmehr wiederholt und 
dabei genau die Mengenverhältnisse von Substrat und frischer Hefe in 
Anwendung gebracht, die Haehn und Glaubitz gewählt haben. Wie zu er- 
warten stand, war eine Lige Brenztraubensäurelösung nach voran- 
gegangener Pufferung nicht giftiger als die ehemals von uns benutzten 
2 % igen Lösungen. Lebende Hefen, die in unserer Versuchsanordnung, d. h. ` 
mit gepufferter Brenztraubensäure und vergleichsweise mit Traubenzucker, 
24 Stunden digeriert worden waren, besaßen volle Gärstärke gegenüber Zucker 
sowie normale Fortpflanzungsfáahsgkest. Uns auf unsere eigenen morpho- 
logischen Erfahrungen dieses Mal nicht beschränkend, haben wir einem 
der ersten Kenner dieses Gebietes, Herrn Prof. P. Lindner in Berlin, die 
Hefen aus gepufferter Brenztraubensäure vorgelegt. Er erklärte sie nach 
einer Prüfung, für die wir ihm sehr zu Dank veıpflichtet sind, für normal, 
und sie wuchsen ausnahmslos weiter, vielleicht bisweilen mit dem ein- 
zigen Unterschiede, daß sie beschleunigt wuchsen. Es ist dies eine von 
uns schon im Jahre 1915 angefühıte Erscheinung, die wohl auf die 
auch sonst festgestellte Reizwiıkung der Brenztraubensáure zurück- 
zuführen ist. Die Behauptung von Haehn und Glaubstz, daB mit Brenz- 


1) E. Poulsson, Lehrb. d. Pharm., S. 366 und 367. Leipzig 1909. 

2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 70 und 73, 1915. 

8) Haehn und Glaubitz benutzen in ihrer ersten Mitteilung Brenztrauben- 
säure ohne jeden Zusatz; ın der zweiten Mitteilung haben sie zu einem 
Teil der Ansätze eine minimale Menge des sauren Mono-kaliumphosphats 
(KH,PO,) hinzugegeben, das zum Zwecke der Abpufferung freier Brenz- 
traubensáure untauglich ist. 
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traubensäure in Berührung gewesene Hefe nicht mehr fortpflanzungs- 
fähig und nicht mehr gärtüchtig sei, bestätigt unsere diesbezüglichen 
Angaben vom Jahre 1915, soweit frese Brenztraubensáure in Betracht 
kommt. Eine solche Giftsgkeit der Brenztraubensäure finde man 
aber nicht, wenn man, wie das in Nachahmung des natürlichen Ge- 
schehens unerläßlich ist, mit gepufferter Brenztraubensäure arbeitet, 
wie wir es seit 14 Jahren empfehlen!\. Dann bleiben den frischen Hefen- 
zellen Leben und normale Funktion voll erhalten! Die Bedeutung der 
Pufferung für ein Studium dieser Fragen zu verkennen, hieße den 
Stand der Forschung auf die Zeit vor der Ära zurückschrauben zu 
wollen, die von Fernbach, Soerensen und L. Michaelis eröffnet und zu 
dauernder Geltung gelangt ist. 

Die Autoren führen (l. c. S. 98) die Schädigung der Hefenzellen selber 
auf den stark sauren Charakter ihrer Brenztraubensäurelösungen zurück ; 
denn ihr Hefenbild war wenig von dem zu unterscheiden, das man mit 
Schwefelsäure, Milchsäure oder Essigsäure erhält. Um so auffallender 
erscheinen, namentlich auch im Hinblick auf unsere 1915 bekannt ge- 
gebene richtige Anordnung solcher Versuche, ihre Schlußfolgerungen 
für das Gärungsproblem. Übrigens ist auch Essigsäure für das 
zymatische Ferment nicht giftig, wenn sie abgepuffert ist; dies geht 
aus allen unseren Versuchen hervor, die in den nachfolgenden Tabellen 
angeführt sind. 

Betrachtet man die Formel der Brenztraubensäure (das gleiche 
gilt für das Methylglyoxal), so ist nicht das ein Wunder, daß man irgend 
eine Bedingung angeben kann, wo das Substrat giftig wird, sondern 
das ist das Wunder, daß man überhaupt Bedingungen und sogar viel- 
fältige gefunden hat, wo diese Substanzen physiologisch besser angreifbar 
sind als der indifferente Zucker. Wir müssen uns stets vor Augen 
halten, daß die gewöhnliche Schreibweise einer Ketosäure (oder eines 
Ketonaldehyds) nicht immer ein Ausdruck des Tatsächlichen ist. 
Methylglyoxal hat sicher nicht die Konstitution eines Ketonaldehyds 
in seiner wässerigen Lösung; denn dieser fehlt die kennzeichnende 
gelbe Farbe der Di-carbonyl-struktur, die ihm in Dampfform eigen 
ist. (Daß die wässerige Lösung mit Hydroxylamin, Hydrazinbasen 
und dergleichen wie ein wahrer Ketonaldehyd reagiert, ergibt sich mit 
Selbstverständlichkeit aus der Gleichgewichtsverschiebung; die Ver- 
hältnisse liegen analog wie bei den Monosacchariden, für die heute 
Ringstrukturen ohne freie Aldehyd- oder Ketogruppe nachgewiesen 
sind.) Brenztraubensäure ist nicht unter allen Umständen eine a-Keto- 
säure, sondern sie ist, wie die Messungen von J. Boeseken?) ergeben 


1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 132, 1913. 
2) J. Boeseken und Mitarbeiter, Chem. Centralbl. 1916, II, 168; 1921, 
I, 808; 1922, III, 256. 
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haben, in wässeriger Lösung teilweise ein Glykol, und durch Ultra- 
violett-Spektrographie hat V. Henri!) aufgedeckt, daß — in Ab- 
hángigkeit von Konzentration und Wasserstoffionen-gehalt — die 
Brenztraubensäure bald Enol-, bald Keto-Form aufweist. Wir wissen 
nicht, welche Gestalt der 3-Kohlenstoffkörper im physiologischen 
Geschehen als intermediäres am -Gebilde, besitzt, und man muß daher, 
um über die Bedeutung der Brenztraubensäure ins Klare zu gelangen, 
ihre Zustandsbedingungen variieren gemäß dem alten Grundsatz, daß 
jeder Reagenzglasversuch sich in bezug auf die physiologischen Chancen 
weit ungünstiger gestaltet als das natürliche Geschehen. (Man denke 
an die Verdauung von Eiweiß im Magen-Darm-Kanal und die künst- 
liche Verdauung mit Pepsin- oder Trypsin-lösungen.) 


Umso beweiskräftiger erscheinen unsere Resultate bei der Vergärung 
fertiger Brenztraubensäure, da es mit mehr als 30 verschiedenen Sorten 
Ober- und Unterhefe und auch mit 2 Stämmen des von Haehn und 
Glaubitz benutzten Saccharomycodes Ludwigii uns möglich gewesen 
ist, in Hunderten von Versuchen gepufferte Brenztraubensäure mit 
den genannten Hefenpräparaten schneller als Zucker oder gleich schnell 
zu vergáren. Wir sind diesem Problem mit einem großen Aufwande 
an Zeit und Material nachgegangen, sogar auf die unsichere Aussicht 
hin, doch einmal einer Hefe zu begegnen, welche so abweichende Eigen- 
schaften aufweist, daß eine Einschränkung der bisherigen Anschauungen 
nötig werden könnte. Wir haben uns an die auf diesem Gebiete 
arbeitenden Fachgenossen mit der Bitte gewandt, uns auch nur eine 
lebensfähige Hefenzelle zu überlassen, aus der wir hinreichend Material 
zu züchten imstande sind, um Trockenhefe oder Dauerpräparate zu 
bereiten und damit zu prüfen, ob auch nach Aufhebung der Perme- 
abilitáts- und Toxizitäts-Schwierigkeiten Zucker rascher als Brenz- 
traubensäure umzusetzen wäre. Bis heute sind wir nicht in den Besitz 
einer solchen Hefe gelangt. 


Vor kurzem hat der eine?) von uns auch eine Reihe von Versuchen be- 
schrieben, in denen die Frage nach der Gärgeschwindigkeit der Brenz- 
traubensäure bei variierter Wasserstoffionen-konzentration behandelt 
ist. Es ist in dieser Mitteilung auseinandergesetzt, daß kein Punkt mit 
der Annahme im Widerspruch steht, daß die Brenztraubensäure-stufe 
während der Vergärung des Zuckers bei wechselndem pg durchlaufen 
wird. Indem wir auf diese Darlegungen verweisen, führen wir in 
18 Tabellen die Ergebnisse nicht veröffentlichter älterer und neuerer 
Versuche an, welche den Vergleich der Gärgeschwindigkeit von Trauben- 


1) V. Henri, Chem. Centralbl. 1924, I, 1896; V. Henri und Cl. Fromageot, 
ebendaselbst 1926, I, 18. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 180, 471, 1927. 
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zucker und Brenztraubensäure bai der Zarlegung durch verschiedene 
Hefenpräparate zum Gegenstande haben. 


In den Versuchen mit Alkohol.Äther-, Aceton- sowie Trocken- 
Hefen gelangten die Präparationen aus obergärsger Brennereihefe M, 
aus obergäriger Bierhefe Nr. 1205, aus untergäriger Bierhefe Nr. 1103, 
aus Saccharomycodes Ludwigis (L I und LIT) (s. 8.231) sowie aus Unterhefe 
der Lówenbraueres, Böhmisches Brauhaus, zur Anwendung. 


Für die Überlassung von Hefenmaterial sind wir dem Institut für 
Gärungsgewerbe, der Schultheiß- Patzenhofer Braueres sowie der Löwen- 
braueres, Böhmisches Brauhaus, in Berlin zu besonderem Dank ver- 
pflichtet. 


Von den in den Tabellen angegebenen einzelnen Gäransätzen sind 
sieben Zehntel der gesamten Aufschwemmung bzw. der Lösung im 
Einzelversuch benutzt worden. 


Wir haben die Versuche so angeordnet, daß die Bedingungen für 
die Traubenzucker-vergärung optimal gewesen sind, indem wir — wegen 
des vielleicht eintretenden Verlustes an Co-Ferment!) bei der Her- 
stellung der Alkohol-Äther- bzw. Aceton-Präparate — frisch aus unter- 
gäriger Patzenhofer Hefe bereiteten, sehr wirksamen Kochsaft zugefügt 
haben. Dieser Kochsaft enthält wohl den Aktivator für die in der 
Zymase vorhandenen Teilfermente des ersten Angriffs, aber wir kennen 
bisher keinen Aktivator für die Carboxylase. Trotz dieser für die 
Glucose-spaltung besonders günstigen Verhältnisse lehrt ein Blick 
auf die Tabelle I folgendes: 


Während der ersten 6 Stunden machen sich keine außerhalb der 
Versuchsfehler liegenden Unterschiede im Grade der Vergärung beider 
Substrate geltend. Im Verlaufe der ersten Stunde ist die Brenztrauben- 
säure fast durchgehend im erheblichen Vorsprunge. Wenn nach 1295 Mi- 
nuten in den Zuckerlösungen ein unbedeutendes Plus an Kohlendioxyd 
gegenüber dem Pyruvinat-versuch zu konstatieren ist, so muß man in 
Betracht ziehen, daß die Hefenpräparate eine nicht zu vernachlässigende 
Selbstgärung aufweisen. Diese aber wird in den Ansätzen mit Zucker, 
mindestens nach dem Verbrauch des letzteren, nicht unterdrückt, 
während sie in salzhaltigen Lösungen ausbleibt?). Bringt man den Betrag 
der Selbstgärung in Anrechnung, so ergibt sich auch nach langer 
Versuchsdauer, daß keineswegs B:enztraubensáure zu irgend einem 
Zeitpunkte weniger Kohlensäure abspaltet, als die äquivalente Menge 
Glucose. 


1) Vgl. C. Neuberg und A. Gottschalk, diesa Zeitschr. 161, 244, 1925. 
2) Vgl. hierzu C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 86, 60, 1911. 
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Besondere Eigenschaften erwähnen Haehn und Glaubitz für die 
Hefe Saccharomycodes Ludwigii. Bekanntlich!) geht diesem Erreger 
die Fähigkeit ab, Maltose zu vergären, aber ihm kommt das Vermögen 
zu, im Gegensatz zu vielen anderen Hefen Dioxyaceton relativ schnell 
anzugreifen. Die Autoren haben mit frischer Hefe gearbeitet. Wir 
können ihre Angaben über die Vergärbarkeit des Dioxyacetons auch 
für Acetonpräparate und Trockenpräparate des genannten Erregers 
bestätigen. Bemerkenswerterweise vergor das Dioxyaceton mit der 
Trockenhefe lediglich unter Zusatz von Kochsaft. Bei der Acetonhefe, die 
ebenfalls in Kochsaft zur Anwendung gelangte, erwies sich eine Pufferung 
als schädlich, indem das Dioxyaceton nur in der salzarmen Lösung zur 
Vergärung gelangte. Wie kompliziert die Verhältnisse liegen, zeigt 
aber ein Blick auf die Tabelle VI, wo durch Trockenhefe Dioxyaceton 
in gepufferter und ungepufferter Lösung ziemlich gleich gut um- 
gesetzt wurde. Überall aber ist dieGärgeschwindigkeit der Brenztrauben- 
säure unvergleichlich größer als die der Triose, so daß es ohne 
Hilfsannahme zunächst schwer fällt, im Dioxyaceton ein Zwischen- 
produkt der Gärung von gleicher Dignität wie die Brenztrauben- 
säure zu erblicken. | 


Benutzt haben wir zwei verschiedene Stämme von Saccha- 
‚romycodes Ludwigii. Den einen (LI) überließ uns Herr Prof. Dr. Felix 
Ehrlich in Breslau, dem auch an dieser Stelle dafür bestens gedankt 
sei; den anderen Stamm des Erregers (LII) entnahmen wir der Sammlung 
des hiesigen Instituts; er war unseres Wissens ursprünglich vom Institut 
für Gärungsgewerbe bezogen. Für beide Stämme haben wir uns davon 
überzeugt, daß sie in kennzeichnender Weise wohl die Monosaccharide, 
nicht aber. die Maltose vergoren, die vollkommen unangegriffen 
blieb. 


Auch bei Versuchen mit Präparaten aus der von uns neuerdings 
gleichfallsherangezogenen untergärigen Betriebshefe der Löwen-Brauerei, 
Böhmisches Brauhaus in Berlin, haben wir konstatiert, daß die ge- 
pufferte Brenztraubensäure das von uns als normal bezeichnete Ver- 
halten aufwies, nämlich schnell angor und praktisch ebenso weit ge- 
spalten wurde wie Zucker (Glucose oder Fructose). 


Aus den Tabellen I bis VIII geht der übereinstimmende Effekt 
sämtlicher Hefenzubereitungen gegenüber der Brenztraubensäure hervor. 
In fast allen Fällen ist ungefähr die Endvergärung erreicht worden. 
Die Notwendigkeit eines von Haehn und Glaubitz (Lei für die Ver- 
gärung als erforderlich erachteten großen Überschusses an Hefe be- 


1) Nach E.Chr. Hansen, 8. Alb. Klócker, Die Gärungsorganismen, 
3. Aufl., 1924, S. 286. 
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steht jedenfalls nicht für Zymasepráparate. Auch diese Feststellung 
hat der eine von uns!) bereits vor 12 Jahren in ‚Minimumversuchen“ 
gemacht. 


Eine weitere Serie von Versuchen betraf die Frage der ver- 
gleichenden Vergárbarkest von Zucker und Brenztraubensäure durch 
frische Hefe in Gegenwart von Toluol. Der Mechanismus der Toluol- 
wirkung ist in vielen Punkten noch ungeklärt; so viel ist aber sicher, 
daß dieser Kohlenwasserstoff die Permeabilität der Zelle verändert. 
Tatsache ist jedenfalls, daß Brenztraubensäure sich durch zahlreiche 
toluolisierte Hefen, im Einklange mit den früheren Ergebnissen von 
C. Neuberg und P. Rosenthal ?), als angreifbar erweist und daß sie unter 
diesen Umständen durch die Hefensorten Patzenhofer, Löwen- Böhmisch 
nebst Ludwigis schneller und weitgehender als Glucose vergoren wird 
(s. Tabellen IX bis XIII). 


Wie vorher schon erwähnt ist, hat Lebedew angegeben, daß er mit 
einem Hefenmazerationssaft eine bessere Vergárung von Zucker als 
von Brenztraubensäure erzielt habe. Der genannte Autor hat un- 
gepufferte Brenztraubensäure verwendet. Die in unserer vorliegenden 
Abhandlung gebrachten Tabellen XIV und XV, sowie unsere Mit- 
teilungen, diese Zeitschr. 180, 471, enthalten ein umfangreiches 
Material zu dieser Frage. Bei der von uns befolgten Anordnung 
sind wir im Einklange mit v. Euler und seiner Schule zu dem alten 
Resultat gelangt, daß die Vergärung von Brenztraubensäure in 
Hefensaft so geleitet werden kann, daß sie schneller abläuft 
als die von Zucker. Da nun Lebedew unter anderen Konzen- 
trationsverhältnissen und auch mit einem anderen Kohlenhydrat 
(Rohrzucker) gearbeitet hat, so haben wir unter den von ihm an- 
gegebenen Bedingungen noch entsprechende Versuche vorgenommen. 
Wir finden gemäß den in Tabelle XIV und XV zusammengestellten 
Daten, daß mit dem gärkräftigen Saft aus untergäriger Patzenhofer- 
Bierhefe und Löwen- Böhmssch-Hefe Brenztraubensäure schneller vergärt 
als bei den von Lebedew etwas anders gewählten Konzentrations- 
verhältnissen. Bemerkenswert ist, daß selbst ungepufferte Brenz- 
traubensäure schneller umgesetzt werden kann als Zucker. In diesem 
Falle, wo sogar eine sichtbare und beträchtliche Koagulation des im 
Saft gelösten Hefeneiweißes momentan stattgefunden hat, beginnt 
nach einiger Zeit die Kohlendioxydentwicklung, indem sich Blasen 
durch das starre Magma drängen?) und dieses schließlich zersprengen, 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 93, 1915. 
2) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128, 1913. 


3) Vgl. zu dieser Erscheinung die Angaben bei C. Neuberg und P. Rosen- 
thal, diese Zeitschr. 51, 138, 1913. 
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wobei aus dem Eiweißkoagulum eine klare goldgelbe Flüssigkeit aus- 
gepreßt wird!). Unter diesen Bedingungen ist der Versuch ganz eindeutig, 
d.h. Brenztraubensäure vergärt schneller als Zucker. Seltsam und 
vorläufig nicht bestimmt zu erklären ist der Umstand, daß bei geringer 
Konzentration an Brenztraubensäure der Umsatz einmal schlechter 
war und dann hinter dem einer äquimolekularen Zuckerlösung zurück- 
blieb. Sollte wirklich öfter der Fall vorkommen, für den wir in einer 
Probe von Saft aus Trocken-Löwen-Hefe ein nicht sicher reproduzier- 
bares Beispiel beobachtet haben, daß kleine Mengen Brenztraubensäure 
schlechter vergoren werden als große Mengen, so muß man mit der 
Möglichkeit rechnen, daß das reaktionslustige Pyruvinat mit dem 
Überschuß im Saft gelösten Hefeneiweißes in eine Verbindung?) tritt, 
welche Pyruvinat-ionen nicht mit genügender Schnelligkeit wieder 
freigibt, während bei Anwendung eines Überschusses an Brenztrauben- 
säure stets genug zerfallsbereite Brenztraubensäure zur Verfügung 
steht. Eine solche Erscheinung ist aber, wie wir betonen möchten, 
von uns nur ein einziges Mal unter einer großen Anzahl von Versuchen 
beobachtet. Es sind noch andere Erklärungsmöglichkeiten vorhanden. 
Trifft die erwähnte zu, so birgt sie keine Gegensätze in sich zu den 
Verhältnissen bei der normalen alkoholischen Zuckerspaltung, bei der 
Brenztraubensäure Molekül um Molekül entsteht und wahrscheinlich 
durch Bindung an das Ferment vor sekundären Reaktionen geschützt 
bleibt. 

Im ganzen können wir sagen, daß sich für jede Hefe verschiedene 
Bedingungen angeben lassen, unter denen sie im Einklange mit den For- 
derungen der Theorie Brenztraubensäure schneller als Zucker umsetzt. 
Solange wir die natürlichen Verhältnisse, die bei der Spaltung von 
Zucker als Substrat herrschen, in Bezug auf Brenztraubensäure nicht 
nachahmen können, muß man sich bei der Zwischenstufe mit diesem 
unseres Dafürhaltens überraschend großen Erfolge begnügen. 


Betreffs der Vergärung der Brenztraubensäure bleibt bei kritischer 
Würdigung aller Mitteilungen, die von unserer sowie fremder Seite 
gemacht sind, nur noch eine Angabe übrig, welche, ohne daß sie bisher 
überhaupt in der Literatur hervorgehoben wäre, eine Belastung der 
Brenztraubensäure-Theorie der Gärung involvieren könnte. Es ist 
dies eine Notiz bei E. Hägglund und L. Ahlbom?) über das Verhalten des 
aus Aceton-Trofken-Hefe gewinnbaren gärkräftigen Extraktes. Wir 


— 


1) Richtig gepufferte Gemische von Hefensaft und Brenztraubensäure 
bleiben zunächst völlig klar; aus ihnen setzt sich allmählich ein vom 
Säurekoagulum nicht nur der Quantität nach völlig verschiedener feiner 
Niederschlag ab, der zum Teil aus anorganischen Stoffen besteht. 

2) Vgl. hierzu C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 479, 1927. 

3) E. Hägglund und L. Ahlbom, diese Zeitschr. 181, 158, 1927. 
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haben des öfteren diese Methode angewendet, da man nach den Angaben 
von R. Albert!) aus Alkohol-Äther-Hefe unter Umständen eine noch 
gärfähige Zymase zu extrahieren vermag; einen ähnlichen Vermerk 
findet man für Acetonhefe bei H. Sobotka?). Hägglund und Ahlbom er- 
wähnen (l. c.) beiläufig, daß ein so aus Acetonhefe bereiteter Saft 
wohl auf Glucose, nicht aber auf Brenztraubensäure einwirke. Wir 
haben diesen Versuch wiederholt mit wässerigen Extrakten der Aceton- 
hefen aus den beiden untergärsgen Rassen Patzenhofer und Engelhardt 
sowie aus der Oberhefe Sinner?) gemacht. Die Acetonhefe haben wir 
sowohl nach der alten Vorschrift von R. Albert, E. Buchner und 
R. Rapp“) als nach der etwas abweichenden von Sobotka?) dargestellt. 
Zunächst ergab sich, daß sich bei unseren Hefesorten aus den nach Albert- 
Buchner- Rapp hergestellten Acetonhefen ein viel gärwirksamerer wässe- 
riger Extrakt gewinnen ließ, als aus dem nach Sobotka bereiteten 
Material. Die Extraktion der Acetonhefe geschah teils mit Wasser, teils 
nach der Empfehlung von Hágglund und Ahlbom (l.c.) mit m/15 Di- 
natriumphosphat reinster Qualität (nach Soerensen). Ungeachtet der 
Differenz hinsichtlich ihres Vergärungsvermögens für Traubenzucker er- 
wiesen sich (s. Tabellen XVI bis XVIII) die von uns erhaltenen Aus- 
züge als gärkräftiger gegenüber Brenztraubensäure als gegenüber Glucose, 
in vollkommener Übereinstimmung mit allen voranstehend gemachten 
Angaben. Worauf das abweichende Resultat von Hägglund und Ahlbom 
zurückzuführen ist, vermögen wir nicht mit Sicherheit zu sagen. Wir 
sind von der Vorschrift der Autoren insofern abgewichen, als wir zur 
Pufferung der Brenztraubensäure nicht Dikaliumphosphat, sondern 
Kaliumacetat verwendet haben. Dieses haben wir aus einer wohl er- 
wogenen Absicht heraus getan; denn es ist bekannt, daß Phosphat- 
ionen durchaus nicht die Gleichgültigkeit besitzen, die man ihnen 
zumeist zuerkennt, sondern daß sie auf Gárungsvorgánge einen 
schädigenden Einfluß ausüben können®). Diese Wirkung kann sich 
um so mehr in solchen Fällen geltend machen, in denen das Ferment- 
system schon an sich geschwächt ist, so wie wir es für Auszüge aus 
vorher bereiteter Aceton-Trocken-Hefe unbedingt annehmen müssen. 


1) R. Albert, B. 88, 3775, 1900. 

2) H. Sobotka, H. 134, 1, 1924. 

8) Selbst mit diesem relativ fermentarmen Auszug von Oberhefe Sinner 
gelingt die Vergärung von Brenztraubensäure (s. Tabelle XVII); dieser 
Hefenrasse geht also keineswegs die Kraft zur Vergárung von Brenztrauben- 
säure ab, wie man nach R. Kuhn und F. Ebel (B. 58, 1448, 1925) vermuten 
könnte. 

4) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, B. 85, 2376, 1902. 

5) K. Djenab und C. Neuberg, diese Zeitschr. 82, 408, 1917; C. Neuberg, 
cbendaselbst 103, 332, 1920. 
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Tabelle I. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Alkohol- 
Äther- und Aceton-Hefen unter Zusatz von Kochsalft. 


l. 15,0cem m/10 Brenztraubensáure in Kochsaft!) + Leem 2m 
K-Acetat + 1g Alkohol-Äther-Ober-Hefe Nr. 1205. 

2. 15,0 , m/10 PBrenztraubensäure in Kochsaft + 1,5 ccm 2m 
K-Acetat + 1 g Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205. 

3. 15,0 „ m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft + Leem 2m 
K-Acetat + 1g Aceton-Unter-Hefe Nr. 1103. 

4. 15,0 , m/l0 Brenztraubensáure in Kochsaft + 1,5ccem 2m 
K-Acetat + 1 g Aceton-Ob>r-Hefe M. 

5. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Alkohol- 
Äther-Ober-Hefe Nr. 1205. 

6. 15,0 , m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + lg Aceton- 
Ober-Hefe Nr. 1205. 

7. 15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft + Leem H,O + 1g Aceton- 
Unter-Hefe Nr. 1103. 

8. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + lg Aceton- 
Ober-Hefe M. 

9. 15,0 „ Kochsaft + 1,5 ccm H,O + lg Alkohol-Äther-Ober-Hefe 


Nr. 12053). 
10. 15,0 , Kochsalz + 1,5ccm H,O + 1 g Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205 ?). 
11. 15,0 ,, z + 1,5 „ H,O + lg Aceton-Unter-HefeNr. 11032). 


12. 15,0 ,, er + 1,5 „ H,O + lg Aceton-Ober-Hefe M3). 


li Bei 25— 26° entwickelte ccm CO», 


eet = a e KEE 
' i 

Nach 00" 0.0 0 0.010 o ofo lo Jo lo 
- 10:02 0809 04 0'0 0 'o lo lo eo Jo 
» 9:03 131 58! 2710 ; 01/04 0 po ¡o lo J0 
» 30 04 31, 87, 52/01| 03, 14, 0 ¡0 |0 ¡0 |0 
” 40 05 50 102! 71 021 08 2410 ,0 0 0 [0 
» 55 18 88'153 115' 04 | 31| 521 0 | 0 mp 10210 
~ 65, Gun UI 158 126: 09] 57 78, 0 '0 lo 10810 
S 105 85 151 185 181 39 114 140 1210810210610 
n 180 102 196 244 166 12.1|18,0 23,0: 56104 |06[16|0 
, 300 156 228 274,182 .17,5/23,0 296 112 1,0 12129| 01 
> 360 180 237 281 190 1941243 314 138/14 28/34 | 02 
„ 1295 229 252 2921193 2421269 33,4 182128134 ,48| 02 


. Alkohol-Äther-Ober-Hefe Nr. 1205. 
. Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205. 

. Aceton-Unter-Hefe Nr. 1103. 

. Aceton-Ober-Hefe M. 


Verwendete Hefen: 


fa 09 NY mo 


1) Frisch bereitet. 
2) Selbstgárungskontrollen. 
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Tabelle II. 
Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure, Dioxyaceton und Glucose 
mit Aceton-Hefen Ludwigii I und II unter Zusatz von Kochsaft und Toluol. 
1. 15,0ccm m/10 Brenztraubensáure in Kochsaft!) + 1,5ccm 2m 
K-Acetat + 1g Aceton-Hefe LI + 0,2ccm Toluol. 
2. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,0ccm m Essigsäure + 0,35 ccm 
2/1, m K-Acetat + lg Aceton-Hefe LI + 0,2ccm Toluol. 
3. 15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5 ccm H,O + 1g Aceton-Hefe 
L I + 0,2ccm Toluol. 
4. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + Leem m Essigsäure 
+ 0,35 cem ?/ m K-Acetat + 1 g Aceton-Hefe L I + 0,2 ccm 
Toluol. 
5. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Aceton-Hefe LI + 0,2 cem 
Toluol 2). 
6. 15,0 „ m/l0 Brenztraubensäure in Kochsaft + 1,5ccm 2 m 
K-Acetat + lg Aceton-Hefe L II + 0,2 ccm Toluol. 
7. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + Leem m Essigsäure + 
0,35 ccm Zi m K-Acetat + l g Aceton-Hefe L II 
+ 0,2 ccm Toluol. 
8. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + lg Aceton- 
Hefe L II + 0,2 ccın Toluol. 
9. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Aceton- 
Hefe LII + 0,2ccm Toluol. 
10. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccom H,O + 1g Aceton-Hefe L II + 0,2 ccm 


Toluol 2). 
| Bei 22—240 entwickelte ccm C O, 
UNED DEJO CINE 
Nach O| o | o | o [o [o | o 10 | oio lo 
„a 101 02: 0 |0 o |o 0o20 lo |o ¡0 
20 20. 0 | o o lo |16|0 '0 |0 10 
» 30" 23| 0 0,1 | 0 0 !: 36| 0 |0 0 0 
” 40 [ 27 | 0 | 04 | 0 ¡0 B8| 0 0 |0 Io 
„ 50| 33| 0105100 7710 0 |0 |o 
» 60 | 44¡ 0 | 06 | 0 10 0 ¡o |o lo 
„ 70.52. 0 /08|0 |o 111,00 lo lo |o 
„ | 63; 0 10 | 0 |0 !1384l 0 |O | 0 |O 
» 120 | 75| 0 : 16 | 0 0 .161| 01 | 02) 0 | 0 
„ 150 | 105| 0 | 26 | 0 ¡0 192; 02| 07. 0210 
” 18 | 1151 0 136 | 0 |o "22! 03| 16: 0410 
» 210 | 125: 0 | 44 | 0 ¡0 |21,0' 041 24, 08| 0 
» 240 | 138. 0 | 50 | 0 o !225' 05' 36 12 04 
„ 270 1150: 0 | 60 | 0 o /228 06' 46! 16 05 
„300 1 156 | 01 | 66 1 0 ¡0 234 | 09 621 23 05 
360 | 16,5 | 04 79 | 0 | 0 |261 18 86 | 35 05 
a 480 [227 | 13 100 | 0 |02 |280] 65 150| 56: 09 
» 660 | 228; 19,116 1 0 ¡04 (282; 70,164 | 98i 15 
„ 1140 | 228 | 37,152 | 0 | 04 300 | 122 21,0 | 15,5 | 2.6 
» 1440 | 228! 51|172' 0 06,306 14.1 |230 172 | 35 
„ 4050 || 27,0 100.262 04 08 , 308 , 18,0 | 28,6 | 22,0 | 8.0 


‘Verwendete Hefen: 1. Aceton-Hefe Kafen LI. 2. Aceton-Hofe Ludwigüi 
L TI. 


1) Frisch bereitet. 2) Selbstgárungskontrollen. 
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Tabelle III. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Aceton- 


und Trocken-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 


15,0 ccm m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft!) + Leem 2m K-Acetat 


. 15,0 „ 


3. 15,0 „ 
4. 15,0 „ 


15,0 „ 


. 15,0 ,, 


+ 1g Trocken-Ober-Hefe M. 


m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + lg Trocken- 
Ober-Hefe M. l 


Kochsaft + 1,5 cem H,O + 1 g Trocken-Ober-Hefe M ?). 


m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft + 1,5cem 2m K-Acetat 
+ 1g Aceton-Hefe LI. 


m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + lg Aceton- 
Hefe LI. 


Kochsaft + 1,5 cem H,O + 1g Aceton-Hefe L 13). 


N 


| Bei 26—270 entwickelte ccm CO, 


0 0 
0,8 0 0,4 0 
21 0,4 0 1,4 0,1 0 
3,8 14 0 3,0 0,2 0 
5,2 2,6 0 4,6 0,5 0,1 

68 44 ' 0 5,8 0,9 0,2 

8,0 74 ¡01 7,8 1,6 0,2 

10,0 11,0 0,2 9,8 8,8 0,4 
11,5 13.0 0.2 12.0 7,0 0,8 

| 143 158 | 0,2 16.8 120 | 18 

| 18,5 184 | 04 22.0 oun ' 80 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Ober-Hefe M. 
2. Aceton-Hefe LI. 


1) Frisch bereitet. 
2) Selbstgárungskontrollen. 
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Tabelle IV. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Aceton- 


Trocken-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 


1. 15,0ccm m/10 Brenztraubensáure in Kochsaft!) + 1,5ccm 2m 


2. 15,0 
3. 15,0 


4. 15,0 


Li} 


LEI 


LE 


K-Acetat + 1g Trocken Unter Hefe Nr. 1103. 

m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft + 1,5 ccm 2m K-Acetat 
+ 1g Trocken-Hefe LI. 

m/10 Brenztraubensáure in Kochsaft + Leem 2m K-Acetat 
+ lg Aceton-Hefe L II. | 

m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Trocken- 
Unter-Hefe Nr. 1103. 


m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + Leg Trocken- 
Hefe LI. 


m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Aceton- 
Hefe L II. 


Bei 280 entwickelte ccm CO, 


no 0 0 
0.3 0 0,1 0 
2,0 0,2 0,2 0 
583 24 02.0 
8,2 84 0,2 0 
12 137 0,2 0 
13,6 17,4 0,2 0 
ER 225 | 04 0 
20,2 249 04 0 
21,2 270 05 0 
235, 30,1 3,1 0 
24 | 324 , 56 0,5 

263 333 | 70 0,5 

27,0 334 | 141 39 

82,8 36,0 143 ' 73 

| 84,1 36,7 | 145 13,0 

| 34,4 36,8 145 , 155 

| 36,4 39,4 27,5 | 299 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Unter-Hefe Nr. 1103. 
2. Trocken-Hefe LI. 
3. Aceton-Hefe LII. 


1) Frisch bereitet. 
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Tabelle V. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure, Dioxyaceton und Glucose 
mit Troeken-Hefen Ludwigli I und II, Zusatz von Toluol, kein Kochsaft. 


1. 15,0 com m/10 Brenztraubensäure + 1,5ccem 2m K-Acetat + lg 
Trocken Hefe LI + 0,2ccm Toluol. 

2. 15,0 , m/20 Glucose + 0,5ccm m Essigsäure + 0,75 cem Zi m 
K-Acetat + 0,25 ccm H,O + 1 g Trocken-Hefe LI + 0,2 cem 
Toluol. 

3. 15,0 „ m/20 Glucose + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe LI 
+ 0,2ccm Toluol. 

4. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe L I 
+ 0,2 ccm Toluol. 

5. 15,0 „ H,O + 1,5cem H,O + 1g Trocken-Hefe LI + 0,2 eem 
Toluol). 

6. 15,0 „ m/10 Brenztraubensäure + 1,5ccem 2m K-Acetat + 1g 
Trocken-Hefe L II + 0,2 ccm Toluol. 

7. 15,0 „ m/20 Glucose + 0,5ccm m Essigsäure + 0,75ccm ?/¿m 
K-Acetat + 0,25ccm H,O + 1 g Trocken-Hefe L II + 0,2 cem 
Toluol. 

8. 15,0 „ m/20 Glucose + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe LII 
+ 0,2 cem Toluol. 

9. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe L II 
+ 0,2ccm Toluol. 

10. 15,0 „ H,O + Lëeem H,O + 1g Trocken-Hefe LU + 0,2 ccm 


Toluol 1). 
| Bei 240 entwickelte ccm CO, 
Ji 21|3|04 0,.506|r || 9 |" 
Nach 4 0 0 0 0 0 o 10 0 0 0 
„ 5l 09/0 0 0 0 03| 0 0 0 0 
„ 15'140 0 0 0 1010 0 0 N) 
„ 2 42 0 0 0 0 2610 0 0 0 
„ 35. 57| 0 0 0 0 4610 0 0 0 
» 45, 7110 0 0 0 64 10 0 0 0 
” 60 | oui o o i0 lo lgs6jo lo lo 0 
„ %@ 1141 0 01.0 0 1125| 0 0 0 0 
„ 120 ,129| 0 02:0 0,1420 0 0 0 
„ 1587 | 139| 0 06 | 0 0 115010 0 0 0 
=> 210 | 146 | 0 11 | 0 0 (154: 0 0 0 0 
2. 300 |; 153 | 0 19 | G 0 |158,0 0 0 0 
» 360 | 156 | 0 26 | 0 o (16010 0 0 0 
„ 420 ' 191 | 13 | 93 | 17 lo |186| 02 | 01 | 02 | 0 
, 610 : 191 | 13 |102 | 18 | 0 1186/02 | 01 | 02 | o 
„ 1275 | 191 | 19 | 140 | 18 | 0 |186| 02 | 01 | 02 | 0 
, 1425 " 191 | 19 1144 ı 18 | 0 |186] 02 | 01 | 02 | 0 
„ 1515 191; 19 |150 | 18 0 |186/| 02 | 01 | 02 | 0 
l. pg = 4, 2. ph = 5,0 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Hefe Ludwigii LI. 
2. Trocken-Hefe Ludwigii L II. 


1) Selbstgárungskontrollen. 
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Tabelle VI. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure, Dioxyaceton und Glucose 
mit Trocken-Hefen Ludwigli I und II unter Zusatz von Kochsaft. 


1. 15,0 ccm m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft!) + 1,5ccem 2m 
K-Acetat + 1g Trocken-Hefe LI. 

2. 15,0 , m/20 Glucose in Kochsaft + 0,5ccm m 1 Essigsäure 
+ 0,75ccm ?/,m K-Acetat + 0,25ccm H,O + 1 g Trocken- 
Hefe LI. 

3. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Trocken- 
Hefe LI. 

4. 15,0 „ m/l10 Dioxyaceton in Kochsaft + 0,5ccm m Essigsäure 
+ 0,75ccm ?/5 m K-Acetat + 0,25ccm H,O + 1 g Trocken- 
Hefe LI. 

5. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + 1,5 cem H,O + 1 g Trocken- 
Hefe LI. 

6. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe L 13). 

7. 15,0 „ m/l10 Brenztraubensäure in Kochsaft + 1,5ccm 2m 
K-Acetat + 1g Trocken-Hefe LI. 

8. 15,0 , m/20 Glucose in Kochsaft + 0,5ccem m Essigsäure 
+ 0,75ccm */¿m K-Acetat + 0,25 ccm H,O + 1 g Trocken- 
Hefe L II. 

9. 15,0 „ m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Trocken- 
Hefe L Il. 

10. 15,0 „ m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + 0,5ccom m Essigsäure 
+ 0,75ccm ?/¿m K-Acetat + 0,25 com H,O + 1 g Trocken- 
Hefe L II. 

11. 15,0 , m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + 1,5 ccm H,O + 1 g Trocken- 
Hefe L II. 

12. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Trocken-Hefe L II?). 


| Bei 250 entwickelte ccm CO, 


= 


Nach ~l o o |o lo ¡0 jlo |0 G 010110 0 
„ 10[|18| 0 10 |o ¡0 lo 11510 |olojlo lo 
„ 20177. 0 |o |o lo io |7010 ¡o lO Jo lO 
„ 380 |118; 0 | 01|0 |o Jo (113,0 0 |0 | 0 |0 
„ 40 132] 0 | 0810 Jo1ılo 114210 ¡0 | 0 | O l0 
„ 50 |150| 01| 21|0 |02|0 1159| 02| 0 ¡0 | 0210 
» 60 1160. 16| 66/06 |10|0 '192| 09| 1,3 10| 1,8' 0 
„ 90 41162; 19| 88:06 :10|0 ¡197 09 | 131 10| 23,010 
„ 140 [167 ; 40|116/| 06 |10!|0 !207| 10! 15| 10| 26:0 
„ 280 1178| 86|146| 07 |11 |0 |230| 18! 50 22| 94 0,2 
» 300 ,190|108|169| 0,9 | 1,5 | 03 |256| 4,0] 99, 54/146' 0,4 
» 360 | 19.9 | 13.0 | 19,2 | 1,1 | 1,6 | 03 |26,8| 611122! 7,91158 0,8 
„ 1320 | 25,5 | 23,9 | 25,4 | 6,3 | 7,0 | 4,0 |29,8 | 16,1 | 22,3'19,0 121,8 4,2 

l. py = 5,1. 2. ph = 5,4. 4. pm = 5,4. 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Hefe Ludwigii LI. 
2. Trocken Hefe Ludwigii L II. 


1) Frisch bereitet. 
2) Selbstgárungskontrollen. 
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Tabelle VII. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Trocken-, 
Aceton- sowie Alkohol-Äther-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 


l. 15,0ccm m/10 Brenztraubensáure 


2. 15,0 „ 


3. 15,0 9. 


4. 15,0 „ 


5. 15,0 „ 


6. 15,0 „ 


7. 15,0 „ 


8. 15,0 „ 


in Kochsaft!) + 1,öccem 2m 
K-Acetat + 1g Trocken-Löwen-Hefe. 

m/10 Brenztraubensäure in Kochsaft + 
K-Acetat + 1g Aceton-Löwen-Hoefe. 

m/10 Brenztraubensáure in Kochsaft + 
K-Acetat + 1g Alkohol-Äther-Löwen-Hefe. 
m/10 PBrenztraubensäure in Kochsaft + 1,5ccm 
K-Acetat + 1g Alkohol-Ather-Ludwigii-Hefe L II. 
m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1 g Trocken- 
Löwen-Hefe. 

m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1 g Aceton- 
Löwen-Hefe. 

m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Alkohol- 
Äther-Löwen-Hefe. 

m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Alkohol- 
Ather-Ludwigii-Hefe L II. 


1,5 cem 2m 
15com 2m 


2m 


Verwendete Hefen: 1. 


9. 15,0 „ Kochsaft + 1,5 ccm H,O + 1 g Trocken-Lówen-Hefe ?). 
10. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1 g Aceton-Löwen-Hefe?). 
11. 15,0 „ Kochsaft + 1,5 ccm H,O + 1 g Alkohol-Äther-Löwen-Hefe?). 
12. 15,0 „ Kochsaft + 1,5ccm H,O + 1g Alkohol-Äther Ludwigii- 
Hefe LII?). 
Bei 21,50 entwickelte ccm CO, u 
3 | 4 5 | 6 Im, u 
Nach 0 lo |o vo l|ojolo¡ololo | o lo lo 
F 10 ¡ 06| 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 
2 20 "33| 02 01| 01! 01 0 0 0 10110 0 0 
~ 30, 49| 04! 02! 02 09 0 |Oo |o lorlo io l0 
e 60 10) 22) 04| 06| 36| 03; 0 :0 10110 ¡0 0 
„ 100 102| 54' 17| 24| 69| 0,7; 05; 0 102|0 ¡0 0 
„ 145 130| 7,2! 43| 46| 96| 16| 0,6: 02| 0,2 | 0 0 0 
sw 240 153| 97! 50| 791126: 4,71 34. 09/03 | 0,1 | 0 0 
„ 325 194 | 15.8 | 10.2 | 15.4 |17,9:10,7: 99 57 121051086 | 1,6 
„ 1320 21,4 | 16,9 | 15,4 | 22,2 | 22,1 | 16,6 18,3 22,5: 1,2 | 0,5 | 0,6 | 3,2 


Trocken-Löwen-Hefe. 

2. Aceton-Löwen-Hefe. 

3. Alkohol-Äther-Löwen-Hefe. 

4. Alkohol-Äther-Ludwigii-Hefe LII. 


1) Frisch bereitet. 
2) Selbstgärungskontrollen. 
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Tabelle VIII. 


Vergleichende Vergärung von freier und gepufferter Brenztraubensäure 
sowie Fructose durch Trocken-Iöwen-Hefe ohne Kochsaft. 


l. Leem Brenztraubensäure-Stammlösung!) + l4ccm H,O + lg 
Trocken-Hefe. 

2. l ,, gepufferte Brenztraubensäure-Stammlösung + l4ccm H,O 
+ 1g Trocken-Hefe. 

3. 0,75 ,, Brenztraubensáure-Stammlósung + 14,25ccm H,O + lg 
Trocken-Hefe. 

4. 0,75 ,, gepufferte Brenztraubensáure-Stammlósung + 14,25 ccm H,O 
+ 1 g Trocken-Hefe. 


5. 0,45 ,, Brenztraubensáure-Stammlósung + 14,55ccem H,O + 1g 
Trocken-Hefe. 


6. 0,45 ,, gepufferte Brenztraubensáure-Stammlósung + 14,55 ccm H,O 
+ 1g Trocken-Hefe. 


7. 1 vn Fructose-Stammlósung + l4ccom H,O + lg Trocken-Hefe. 
8. 0,75 ,, Fructose-Stammlósung + 14,25 cem H,O + 1 g Trocken-Hefe. 
9. 0,45 ,, Fructose-Stammlósung + 14,55 cem H,O + 1 g Trocken-Hefe. 
10.1 ,„ HO + l4com H,O + 1g Trocken-Hefe. 


Zu Versuch 1 bis 10 wurden je 0,15 ccm Toluol gefügt. 


Bei 240 entwickelte ccm CO, 


| 8 9 
Nach © | 0 o 10 o ¡o Jo o |o lo ¡0 
E 15 0,2 12 0 17.1 0 1,0 01! 0,1 | 0,11 | O 
30 | 0,2 3,010 38 | 0 1,2 | 0,2| 02| 02,0 
„ 45 | 02 521 0 65 | 0 14 ı 0,3! 03; 04 | 0 
” 60 0,2 7161 0 88| 0 1,6 04 | 04 | 050 
”n 120 0,2 | 15,2 | 0 126|0 ' 32 20! 16 | 1,6 | 0 
» 180 02 |208| 0 15,6 | 0 42 43| 44 | 36 ¡ O 
” 320 0,2 | 26,0 | 0,2 | 192 | 02 | 84 90 | 10,6 | 76 02 
” 420 0,2 | 26,8 | 0,2 | 194 | 0,2 | 84 | 10,2 | 114 | 7,8 , 02 
„ 1320 0,2 | 304 | 02 | 29,0 | 02 | 84 | 15,11 | 150 | 90 : 0,2 
1) Zusammensetzung der Stammlósungen : 
l. 4,4 g Brenztraubensäure = 3,52 ccm in 20 ccm = Brenztraubensáure- 


Stammlósung. 
Leem der Stammlösung enthält 0,22 g. 
2. 4,4 g Brenztraubensáure + 10g K-Acetat in 20 ccm = gepufferte Brenz- 
. traubensäure-Stammlösung. 
3. 4,4 g Rohrzucker in 20com = Rohrzucker-Stammlósung. 


4. 4,5g Fructose in 20 ccm Fructose-Stammlösung. 
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Tabelle IX. 
Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit frischer 
Patzenhofer Hefe + 19%, Toluol. 

1. 20,0 ccm m/10 Brenztraubensäure + 2 ccm 2m K-Acetat + 2g Hefe 
(ohne Toluol). 

2. 20,0 , m/10 Brenztraubensáure + 2 ccm 2 m K-Acetat + 0,25 ccm 
Toluol + 2g Hefe. 

3. 20,0 ,, m/20 Glucose + 2 ccm H,O + 2 g Hefe (ohne Toluol). 

4. 20,0 ,, m/20 Glucose + 2ccmH,O + 0,25 ccm Toluol + 2 g Hefe. 

5. 20,0 , H,O +2ccm H,O + 2g Hefe. 


| Bei 25—260 entwickelte ccm CO, 


| 1 2 | 3 4 | 5 
Nach 0’ o j o 0 o 0 
10 0,1 0,7 au ' 03 0 
” a 02 23 73 1 1 0 
” on 0.3 4.9 19 | 81 0,1 
” ou 05 76 140 . 42 01 
” 125 09 99 15.8 52 i o 
” 155 12 115 16.8 60 oi 
” 190 4/3 177 23,1 120 1 02 
” 290 49 | 184 240 125 03 
” 370 52 18,7 24.8 12,7 0,5 
> 440 57 19.0 255 : 180 | 08 

Tabelle X. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit frischer 
Sinner-Hefe + 1%, Toluol. 

1. 20,0ccm m/10 Brenztraubensäure + 2ccm 2 m K-Acetat + 1g Hefe 
(ohne Toluol). 

2. 20,0 , m/10 Brenztraubensáure + 2 ccm 2m K-Acetat + 0,25 ccm 
Toluol + 2g Hefe. 

3. 20,0 „ m/20 Glucose + 2ccm H,O + 2g Hefe (ohne Toluol). 

4. 20,0 „ m/20 Glucose + 2ccm H,O + 0,25ccm Toluol + 2g Hefe. 

5. 20,0 + 2ccm H,O + 0,25ccm Toluol + 2g Hefe. 


Bei 25— 26° entwickelte ccm C Oz 


ma 
l 
| 
| 

| Nu 


Nach 0 0 | 0 0 0 0 
„ 10 0 0 0,2 0,3 0 
„ 2 | 0 | 0 1,3 1,1 0,1 
„ 40 0,1 0,2 6,0 5,0 0,1 
„ 656 0" Ol | 0.4 9,5 8,4 0,2 
» 105 ; 01 1,8 14,0 12,4 0,3 
„ 170 0,2 6,3 17,3 15,5 0,6 
„n A0 | 0,2 13,1 18,8 17,6 0,9 
„ 870 ı 0,8 23,5 20,9 20,7 1,5 
» 455 | 37 |! 272 24,6 23,8 7,5 


Die Ergebnisse mit dieser obergärigen Rasse fallen aus allen übrigen 
heraus. Man wird nicht fehlgehen, wenn man annimmt, daß durch Toluol 
keine so weitgehende oder so rasche Lockerung in der notorisch stärkeren 
Zellwand dieser Oberhefe bewirkt wird. Damit im Einklang steht, daß 
die auf ähnliche Ursachen zurückzuführende extracellulare Anhäufung 
von Hexose-diphosphat mit dieser Hefensorte nicht oder kaum gelingt. 
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Tabelle XI. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit frischer 
Löwen-Hefe + 1%, Toluol. 


. 20,0 ccm m/10 Brenztraubensáure + 2 cem H,O + 2g Hefe. 

2. 20,0 „ m/l10 2 +2 „ 2m K-Acetat + 2g Hefe 
(ohne Toluo!). 

3. 20,0 „ my/l0 Brenztraubensäure + 2 „ 2m K-Acetat + 0,25ccm 
Toluol + 2g Hefe. 

4. 20,0 „ m/20 Glucose + 2ccm H,O + 2 g Hefe (ohne Toluol). 

5. 20,0 „ m/20 Se +2 „ H,O + 0,25ccm Toluol + 2 g Hefe. 

6. 20,0 „ H,O + 2ccmH,O + 0,25 cem Toluol + 2 g Hefe. 


pom 


| Bei 240 entwickelte ccm CO, 
1 


| 
Nach © | 0 0 0 0 0 0 
» 10 | 01 0,1 0,2 1,3 0,1 0 
» 20 | 02 0,1 0,5 5.4 0.2 0,1 
„ 30 0,4 0,1 1,0 8.2 0,2 0,1 
„40 | 0,6 0,1 1,5 9,7 0,3 0.1 
„ D 13 0,2 2,8 12,2 0,4 0.1 
» 120 3,9 0,2 5,7 15,2 0,9 0.1 
„ 180 7,6 0,3 8.6 17,0 1,5 0,1 
» 280 10,8 0,5 10,9 18,5 2.2 0.1 
„ 1235 14,5 0,8 13,3 21,4 3,8 0,2 
„ 1500 16,2 0,9 13,8 22,3 3,8 DK 
Tabelle XII. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit frischer 
Ludwigil-Hefe I + 1%, Toluol. 


. 20,0ccm m/10 Brenztraubensáure + 2 cem H,O + 2g Hefe. 

2. 20,0 „ m/10 i +2 „ 2m K-Acetat + 2g Hefe 
(ohne Toluo!). 

3. 20,0 „ m/l10 Brenztraubensäure + 2 , 2m K-Acetat + 0,25ccm 
Toluol + 2g Hefe. 

. 20,0 „ m/20 Glucose + 2 ccm H,O + 2g Hefe (ohne Toluol). 

. 20,0 , m/20 E +2 „ H,O + 0,25ccm Toluol + 2g Hefe. 

6. 20,0 , H,O + 2ccm H,O + 0,25ccm Toluol + 2g Hefe. 


pad 


OQ Wë 


Bei 250 entwickelte cum CO, 
| 5 


Q 


| 


Ex EL EL NINA 


= 3 DUDOSOS 
He EA E Kn Ke 


ON In He 
Ss>>» 952920 


pb 
keck jodo poda 
DRARDOOO 
O O KDD a 

keck jodo kee pu pum 
NSIR$DDOLSDO 
DD O m zl CD Ot 00 
SO>90995299 
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Tabelle XIII. 
Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit frischer 
Patzenhofer-Hefe + 29% Toluol. 
1. 15,0 ccm m/10 Brenztraubensäure + l1,öcem 2m K-Acetat + 0,375ccm 
Toluol + 1,5g Hefe. 
2. 15,0 „ m/20 Glucose + 1,5 cem H,O + 0,375 ccm Toluol + 1,5 g Hefe. 
3. 15,0 „ H,O + 1,5ccm H,O + 0,375 com Toluol + 1,5 g Hefe. 


Tabelle XIV. 
Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Rohrzucker mit Saft 
aus Patzenhofer-Hefe. 

. 24ccm Saft + l cem Brenztraubensäure-Stammlösung!). 

24 ,, » +1 „ gepufferte Brenztraubensáure-Stammlósung. 

24 ,, „ +0,75ccm Brenztraubensgáure-Stammlós. + 0,25 cem H,O. 
24 „ Saft + 0,75ccm gepufferte Brenztraubensáure-Stammlósung 

+ 0,25 ccm H,O. 
5. 24 „ Saft -+ 0,45ccm Brenztraubensäure-Stammlös. + 0,55ccm H,O. 


6. 24 „ Saft + 0,45ccm gepufferte Brenztraubensäure-Stammlösung 
+ 0,55 ccm H,O. 


7. 24 „ Saft + l ccm Rohrzucker-Stammlösung. 

8. 24 „ aw + 0,75 ccm e + 0,25 ccm H,O. 
9.24, , +0,45 ,, j + 0,55 „ H,O. 
10. 24 ,, » + Leem H,O. 


Zu Versuch 1 bis 10 wurden je 0,3 ccm Toluol gefügt. 


> py 


Bei 250 entwickelte ccm CO, 


Nach Di 0 0 0 0 0 0 10 | o 10 | 0 
„ 15 | 82| 44 | 34 | 14 | 04 | 13 | 04| 08| 08 | 0 
» 60 | 146] 96 | 50 | 36 | 06 | 2,7 TO 44 12 | 0 
„ 120 | 18,2 |118| 68 | 58 län ' 41 120, 74| 24 | 0 
» 180 | 190 | 130 | 84 | 70 | 82 48 [146 | 92 | 32 | 0 
„ 330 || 20,6 144 | 106 | 84 ' 35 60 |182/122| 40 | 0 
, 420 | 21,2 148 | 114 | 86 ¡36 62 | 194,128] 42 | 0 
„ 480 | a 150 | 116 | 88 | 37 64 :2081 134 | 44 | 0 
» 1380 ' 222 | 15,6 | 130 | 94 | 40 , 6,7 ¡218 | 140| 48 | 0 


d Über die Zusammensetzung der Stammlösungen s. S. 242, Fußnote 1. 
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Tabelle XV. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Fructose mit Saft 
aus Löwen-Böhmisch-Hefe. 


. 24ccm Saft + Leem Brenztraubensáure-Stammlósung?). 

.24 „ >» +1 „ gepufferte Brenztraubensäure-Stammlösung. 

„ +0,75 ocm Brenztraubensáure-Stammlós. + 0,25 ccmH, O. 

24 „ Saft + 0,75ccm gepufferte Brenztraubensaure Starou 

+ 0,25ccm H,O. 

5. 24 „ Saft + 0,45ccm E E Stamm: + 0,55 ccm H,O. 

6. 24 „ Saft + 0,45 ccm gepufferte Brenztraubensäure-Stammlösung 
+ 0,55 cem H,O. | 


Por 
N 
ná 


7. 24 ,, Saft + 1 ccm Fructose-Stammlósung 

8. 24 ,, „ + 0,75 ccm = + 0,25 ccm H,O. 
9. 24 ,, OË F 0,45 „ >> T 0,55 „ H,O. 
10. 24 ,, „ + lcem H,O. 


Zu Versuch 1 bis 10 wurden je 0,3ccm Toluol gefügt. 


Bei 240 entwickelte ccm = 


0 E 0 up SE 
17 1 04! 18| 05| 07! 0510 
30 | 05| 21| 53| 28| 1510 
42 | 06| 251 87| 50 | 22| 0 
50| 08| 30 1411 86| 32| 0 
62 | 13| 88 190110! 4510 
160 | 10.1 | 106 | 303 | 210 | 134 | 10 
16.0 | 10.1 | 106 805 | 211 | 130.| 10 
Tabelle XVI. 


Weieren Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Salt 
aus Aceton-Hefe Patzenhofer. 
1. 12ccm Buchner-Saft + 1,2ccm 2m K-Acetat + 1,2ccm m Brenz- 
traubensäure. 
2. 12 ,, Sobotka-Saft + 1,2ccem 2m K-Acetat + 1,2ccm m Brenz- 
traubensäure. 
12 „ SaftB + 1,2ccm H,O + 1,2ccm m/2 Glucose. 
„ S + 1,2 IT H,O + 1,2 sn m/2 . ,) 
12 >> ,) B + 2,4 II H,O. 
12 II „ S + 2,4 ,> H,O. 
(B = Buchner-Saft, S = Sobotka-Saft.) 
Zu Versuch 1 bis 6 wurden je 0,15 cem Toluol gefügt. 


l 


Gate 
kent 
bi 


Bei 240 entwickelte ccm CO, 


EE Ee A _ 


Lë 
EN 


1 
,1 
,1 


= Über a der Stammlösungen s. S. 242, Fußnote 1. 


99099099 


165 , 


265 | 


320 
475 
1235 
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Tabelle XVII. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Saft 


aus Aceton-Hefe Sinner. 


l. 12ccm Saft B + 1,2com 2m K-Acetat + 1,2ccem m Brenz- 


KZer SÉ 


3. 12 „ 
4. 12 ,, 
5. 10 ,, 


6. 10 ,, 


7. 10 „ 


8. 10 „ 


9. 10 „ 
10. 10 „ 
11. 12 „ 


12. 12 „ 


traubensäure. 


Saft S + 1,2cem 2m K-Acetat + 1,2ccem m Brenz- 
traubensäure. 


Saft B + 1,2ccm H,O + 1,2 ccm m/2 Glucose. 
„ S + 1,2 „ H,O + 1,2 „ m/2 „ 


„B+2 » Kochsaft + 1,2ccm 2m K-Acetat + 1,2ccm 
m Brenztraubensäure. 


Saft S + 2ccm Kochsaft + 1,2ccm 2m K-Acetat + 1,2 com 
m Brenztraubensäure. 


Saft B + 2ccm Kochsaft + 1,2 ccm H,O + 1,2 ccm 
m Glucose. 


Saft S + 2ccom Kochsaft + 1,2 cem H,O + 1,2 ccm 
m Glucose. 


Saft B + 2com Kochsaft + 2,4ccm H,O. 
,. S + 2 29 LE) + 2,4 (E H,O. 


Phosphat-Saft B + 1,2com 2m K-Acetat + 1,2ccm 
m Brenztraubensáure. 


Phosphat-Saft S + 1,2ccom 2m K-Acetat + 1,2ccm 
m Brenztraubensäure. 


Phosphat-Saft B + 1,2ccm H,O + 1,2ccm m/2 Glucose. 
Phosphat-Saft S + 1,2ccm H,O + 1,2 cem m/2 Glucose. 
Phosphat-Saft B + 2,4ccm H,O. 
Phosphat-Saft S + 2,4 cem H,O. 

Zu Versuch 1 bis 16 je 0,15 ccm Toluol. 


"ist: slejrlelelelulelejefeie 
DOG 0,0 10 lo lo jo 


ki: 


0 ¡0 jO JO 


0,71 0,2 o ¡030 |o jo jo lo |o2,0 'o2lo jo jo 
ae es o [20060 Io ¡o jo | 44108; 40/02 |0 ei 
59110|02|0 | 43 10 050,2 0,2;0 1,0 | 6,0: 0,2 102'0 
17,2 2,4 | 8,4 | 0,4 116,8; 2,2 15,5| 0,3 , 6,2 | 0,2 [17,2 5,6 |12,21 1,6 10,2/10,2. 
17,3 2,2 120,31 0,5 | 0,2 | 0,6 1172| 5,6 |12,3| 1,7 Be 


Tempe» 
ratur 


| 190 


250 
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Tabelle XVIII. 


Vergleichende Vergärung von Brenztraubensäure und Glucose mit Saft 


aus Aceton-Hefe Engelhardt. 


1. 12ccm Saft B + 12com 2m K-Acetat + 1,2ccm m Brenz- 


2. 12 


12 
12 
12 
12 
10 


a S 


8. 10 


LI 


38 


9? 


traubensäure. 

Saft S + 12com 2m K-Acetat + 1,2ccm m Brenz- 
traubensäure. 

Saft B + 1,2 cem H,O + 1,2 ccm m/2 Glucose. 


» S+12 „ HO +1,2 „ m/2 e 

„B+r24 „ H,O. 

» S+24 „ H,O. 

» B+2 ,, Kochsaft + 1,2ccm 2m K-Acetat + 1,2 com 


m Brenztraubensáure. 


Saft S + 2 com Kochsaft + 1,2ccm 2m K-Acetat + 1,2 cem 
m Brenztraubensäure. 


Saft B + 2ccm Kochsaft + 1,2ccem H,O + 1,2ccm 
m Glucose. 


Saft S + 2ccm Kochsaft + 1,2 ccm H,O a 1,2 ccm 
m Glucose. 
Saft B + 2 cem Kochsaft + 2,4 ccm H,O. 

we, DEZ e së +2,4 „ H,O. 
Phosphat-Saft B + 1,2 ccm 2m K-Acetat + 1,2ccm 
m Brenztraubensäure. 
Phosphat-Saft S + 1,2 cem 2m K-Acetat + 1,2 ccm 
m Brenztraubensäure. 


Phosphat-Saft B + 1,2ccm H,O + 1,2ccm m/2 Glucose. 


II S + 1,2 OË H,O + 1,2 99 m/2 OU 
,> B + 2,4 LEI H,O. 
7 S +2,4 „ H,O. 


Zu Versuch 1 bis 18 wurden je 0,15 cem Toluol gefügt. 


Min. 

ol o 

30 | 0410110 
60 ,0/ 0,3 | 0,1 
90 | 72! 0,8 | 2,0 
180 (18.0! 1,9 | 8.0 
280 (142, 4,3 | 9,6 
340 (142 4,5 | 9,6 


Bei 270 entwickelte ccm CO, 


8 | 9 | wui 


o olololo|o » ojo jo lo o 
o o[foltosorfo o [o [o |iroz2 [o jo 
0 (o|01!40.02|040 'o 10159 08|0 l0 
0 (0 |o |74 031560 0 | 7510610 10 
04| 0 | 0 [136 12'146 02 o | 961 2,0 lk 
08| 0 | 0 14,1, 3,4 20,0 0,4 0 1105| 3,5 | 6,0 10,4! 0 
18| o | o 11 35 06 05 o 105137 |6,0|05| 0 


17 115 


2 |13 | 14 115/16] | 


0 


0 
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Anhang. 


Neuberg hat 1915 (l.c.) gezeigt, daß gepufferte Brenztraubensäure 
weder Gärkraft noch Vermehrungsvermögen frischer Hefen beeinträchtigt. 
Haehn und Glaubitz (l. c.) geben an, daß eine mit Brenztraubensáure 
in Berührung gewesene Hefe ihre Gärfähigkeit einbüßt. Daß lediglich 
die Acidität eine unspezifische Rolle spielt, daß aber das Pyruvinat-ion 
sich hierbei als ungiftig erweist, zeigen erneut die folgenden Versuche. 


L Serle. 
Verwendete Heferassen: a) Oberhefe (Sinner); B) Unterhefe (Patzenhofer). 


Lósungen: | 
a) 4,4g (3,5 ccm) Brenztraubensäure + 8,7 g K,HPO, (wasserfrei) in 
440 ccm Wasser. 

b) 4,4g Brenztraubensäure + 9,8 g Kaliumacetat in 440 ccm Wasser. 
c) 4,4 g Glucose in 440 ccm Wasser. 

Versuch 1. 220 ccm Brenztraubensáure-Phosphat-Lósung a) + lig 
Oberhefe. 

Versuch 2. 220 ccm Brenztraubensäure-Phosphat-Lösung a) + 11g 
Unterhefe. 

Versuch 3. 220 ccm Brenztraubensáure-Acetat-Lósung b) + 11 g Ober- 
hefe. 

Versuch 4. 220ccom  Brenztraubensáure-Acetat-Lósung b) + lg 
Unterhefe. 

Versuch $. 220 ccm Glucose-Lósung c) + 11 g Oberhefe. 

Versuch 6. 220 ccm Glucose-Lósung c) + 11 g Unterhefe. 


Die Ansätze blieben während 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Darauf wurde zentrifugiert und zweimal mit Leitungswasser aus- 
gewaschen. Die sämtlichen Hefeproben aus den Versuchen 1 bis 6 wurden 
nunmehr auf ihre Gärfähigkeit geprüft: 


Aus Versuch 1. 1,5g der Ober-Hefe + l5ccm 1°%;ige Glucose-Lsg. 

S ji . 1,5g , Unter-Hefe + 15 , 
1,5g , Ober-Hefe +15 , 
1,5g , Unter-Hefe + 15 ,„ 
1,5g „ Ober-Hefe + 15 „ 
1,5g , Unter-Hefe + 15 ,, 


LE LE 


Da go o 
ed pó p ` bei ` beet 


Bei 24 bis 25° entwickelte Kubikzentimeter CO, 


Ze ii | 2 | a | 4 Is 
Nach 0Min 0 o | 0 | 0 0 0 
» 30» Zi 3.0 7.0 49 6.2 6,3 
” 915 7 | 158 12,0 150 ' 181 190 ' 183 
” 1200 , | 198 153 193 | 210 21,0 | 196 


Die mit Brenztraubensäure in Acetat-puffer digerierten Hefen weisen 
hinsichtlich ihres Verhaltens keinerlei Unterschiede gegenüber den mit 
Zucker vorbehandelten Hefen auf. Von einer Einbuße des Gärvermögens 
ist auch in den Fällen nichts zu bemerken, in denen die Pufferung mit 
Dikaliumphosphat bewirkt gewesen war. 
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II. Serie. 
Verwendete Heferassen: a) Oberhefe 1205; B) Unterhefe 1103; y) Heje M. 


Lösungen: 


a) 8,8 g (7,0ccm) Brenztraubensäure + 17,4g K,HPO, (wasserfrai) in 
900 ccm Wasser. 
b) 9g Glucose + 0,9g KH,PO, (wasserfrei) in 900 ccm Wasser. 


Versuch 1. 220 ccm Brenztraubensäure-Diphosphat-Lösung a) + 11g 
Oberhefe 1205. 


Versuch 2. 220 ccm Brenztraubensáure-Diphosphat-Lósung a) + 11 g 
Unterhefe 1103. 


Versuch 3. 220 ccm Brenztraubensäure-Diphosphat-Lösung a) + 11 g 
Hefe M. 


Versuch 4. 220 ccm Glucose-Monophosphat-Lósung b) + 11 g Ober- 
hefe 1205. 


Versuch 5. 220 ccm Glucose-Monophosphat-Lósung b) + 11 g Unter- 
hefe 1103. Ä 


Versuch 6. 220 ccm Glucose-Monophosphat-Lösung b) + 11g HefeM. 


Nach ltägiger Digestion bei Zimmertemperatur wurde zentrifugiert 
und zweimal ausgewaschen. 


Die aus den Versuchen 1 bis 6 zurückgewonnenen Hefeproben wurden 
in folgender Weise geprüft: 


A) Gärung. 
Aus Versuch 1. 1,5g Oberhefe + 15ccm 1%ige Glucose-Lsg. 
es J 2. 1,5g Unterhefe + 15 „ 1 „ ge 
> E 3. 1,5g Beie M +15 „ 1, BR 
SN ai 4. 1,5g Oberhefe +15 „ 1 „ 5 
ee ek 5. 1,5g Unterhefe + 15 „ 1 „ S 
a. e 6. 1,5g HefeM +15 „ 1 


Bei 20° entwickelte Kubikzentimeter CO,. 


> | = ee == 
Nach 0 Min. 0 0 | 0 
” 20 , 1,7 2,0 1,9 
” 60 , 9,4 10,9 11,1 
„ 890 „ 141 | 144 14,1 
In den Brutschrank bei 37° gebracht. 
„225, € 273 | 255 | 250 | 259 | 265 | 25,4 


Wie ersichtlich, verhalten sich sámtliche Hefen vollstándig gleich; die 
Gárkraft ist unverándert. 
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B) Mikroskopische Befunde!). 


Hefe 1. Zellen meist rundlich, ziemlich gleichförmig, plasmareich, 
mittelgroße Vakuolen, schwach granuliert. Gesund und kräftig, bakterien- 
frei. Etwa 5%, abgestorbene Zellen. 


Hefe 2. Sehr gleichmäßig runde Zellen, gleichmäßig kräftig, mittel- 
große Vakuolen. Fast hyalines Plasma. Bakterienfrei. Nahezu ohne Granu- 
lation. 


Heje 3. Zellen meist eiförmig, mit ziemlich großen Vakuolen und 
hyalinem Plasma, ohne Granulation. Fast gar keine toten Zellen. Keine 
Bakterien. 


Hefe 4. Plasmareiche Zellen, mittelgroße Vakuolen, keine kräftige 
Granulation. 5 bis 10% tote Zellen. Gesamteindruck: Noch nicht aus- 
gereift, da zahlreiche kleine Sprossen vorhanden. Bakterienfrei. 


Hefe 6. Beim Verrühren mit Wasser flockige Verteilung. Einige 
Kristalle von oxalsaurem Kalk. Zellen gleichmäßig rundlich oder schwach 
eiförmig, mittelgroße Vakuolen, fast ohne Granulation. Bakterienfrei. In 
Klumpen zusammenbleibend. Vereinzelt das Hefenetzwerk zu sehen. 
Sehr kräftige Zellen. 


Hefe 6. Noch viele kleine Sprossungen, daher Gesamtbild etwas 
ungleichmäßig. Zellen mehr elliptisch als rund. Mittelgroße Vakuolen, 
fast keine Granula. Bakterienfrei. Bis etwa 5%, toter Zellen. 


C) Wachstum. 


Von den Hefen aus Versuch 1 bis 6 wurden Proben zwecks Weiter- 
züchtung auf Agar entnommen. 


aus Versen | er ee Mikroskopisches Präparat 
1 + ++ Reinkultur der Hefe 
2 + + Hefe-Reinkultur, daneben kleine Stábchen 
3 + + T ” ” N n 
4 + ++ Reinkultur der Hefe 
5 + Ss n n n 
III. Serle. 


Verwendete Heferassen: a) Hefe der Löwen- Böhmisch- Brauerei; p) Patzen- 
hofer Hefe; y) Sinner Hefe. 
Lösungen: 
a) 4,4 g Brenztraubensáure + 10g Dinatriumphosphat (N, HP O, + 2H,0 
nach Soerensen) in 450 ccm Wasser. pg = 4,4. 


b) 4,5 g Glucose + 4,1 g Monokaliumphosphat wasserfrei (Soerensen) in 
450 ccm Wasser. pp = 4,5. 


1) Nach Beurteilung von Herrn Prof. P. Lindner. 
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Versuch 1. 100 ccm Glucose-Monophosphat-Lösung b) + 5g Löwen- 
hefe. 

Versuch 2. 100 ccm Glucose-Monophosphat-Lösung b) + 5g Patzen- 
hofer-Hefe. 

Versuch 3. 100 ccm Glucose-Monophosphat-Lósung b) + 5g Sinner- 
Hefe. 

Versuch 4. 100 ccm Brenztraubensäure-Diphosphat-Lösung a) + 5g 
Löwen-Hefe. 

Versuch A. 100 ccm Brenztraubensäure-Diphosphat-Lösung a) + 5g 
Patzenhofer-Hefe. 

Versuch 6. 100 ccm Brenztraubensáure-Diphosphat-Lósung a) + 5g 
Sinner-Hefe. 


ltágige Digestion bei Zimmertemperatur, danach Abschleuderung 
und zweimalige Waschung. Prüfung auf Gärfähigkeit und Wachstum. 


A) Gärung. 


Je 1,5 g der Hefen 1 bis 6 wurden mit 15 ccm 1%, iger Glucose-Lösung 
versetzt. 
Bei 21° entwickelte Kubikzentimeter CO,. 


Zeit | 1 | 2 3 4 | 5 6 
SO E cl | 

Nach 0 Min. 0 0 | 0 | 0 0 | 0 
„60, 42 36 ı 50 3,0 3,0 48 
” 12% ? 66 60 , 74 | 50 5,6 | 8.0 
» 150 , | 78 76 | 82 ` 64 72 ' 90 
” 960» 152 ' 136 134 ' 140 | 144 ' 144 
” 1225 7 | 182 173 176 17.0 182 : 180 


Überall gleiches Gärvermögen. 
B) Wachstum. 


Hefe Wach bei 300 E 
dui Versuch los den Mikroskopisches Präparat 
1 + Hefezellen, daneben Stábchen 
A + Reinkultur der Hefezellen 
+ ” n 

4 + | Hefezellen, daneben Stäbchen 

5 | + | Reinkultur der Hefezellen 

6 + | Hefezellen, daneben vereinzelt Kokken und Stäbchen 


Mit allen Hefeproben reichliches Wachstum. 


IV. Serie. 
Verwendete Heferasse: Saccharomycodes Ludwigii. 
Lösungen: 
a) 0,88 g Brenztraubensäure + 2g Dinatriumphosphat (+ 2H,O) in 100 cem 
Wasser. 
b) 0,88 g Brenztraubensäure + 10ccm 2m Kalium-Acetat in 100 cem 
Wasser. 
c) 1g Glucose + 1g Monokalium-Phosphat in 100 ccm Wasser. 
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Versuch 1. 100 ccm Brenztraubensáure-Diphosphat-Lósung a) + 5g 
Ludwigii-Hefe. 
Versuch 2. 100ccm  Brenztraubensáure-K-Acetat-Lósung b) +5g 
Ludwigü-Hefe. 
. Versuch 3. 100 ccm Glucose-Monophosphat-Lösung ch + 5g Ludwigü- 
Hefe. ` 
Nach 24stündiger Digestion ist zentrifugiert und zweimal ausge- 


waschen worden. Prüfungen der Gärfähigkeit und des Wachstums 
ergaben keinen verschiedenen Einfluß der ungleichen Vorbehandlung. 


A) Gärung. 
l. 1,5g Ludwigii-Hefe + 15ccm 1%ige Glucose-Lsg. 
2. 1,5g es +15 „1, vs 
3. 1,5g ge +15 „p ZE 35 Se 


Bei 21° entwickelte Kubikzentimeter CO, 


Zeit E 1 i 2 3 

Nach 0 Minuten . 0 0 0 
ou 32 5,3 4,0 
1020 . | 18,2 18,7 18.4 


B) Wachstum. 


Hefe Wachstum bei 300 i i E í o 
aus Versuch | nach 16 Stunden | Mikroskopisches Präparat 
1 + Hefezellen in Reinkultur 
2 + n a n 
3 T n ” n 


Aus sämtlichen angeführten Versuchen geht einwandfrei hervor, daß 
die mit gepufferter Brenztraubensäure 24 Stunden lang in Berührung 
gewesenen Hefenarten nicht abgetötet werden. Die Hefezellen besitzen 
normales Aussehen, vermehren sich reichlich und vergären Zucker mit der 
sclben Stärke wie Hefen, die ebenso lange in Zuckerlösung aufbewahrt 
waren. 


Berichtigung zu meiner Mitteilung „Deutung und Folgen 
der Veränderungen in der Körperzusammensetzung kleiner, ` 
an Hunger oder Unterernährung verendeter Tiere“). 


Von 
Emerich Szórényi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der königl. ungar. Universität 
Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


In einer sehr bemerkenswerten Arbeit wird von Terroine und Mit- 
arbeitern?) über Beobachtungen berichtet, die sich auf die Zusammen- 
setzung des Tierkörpers bei verschiedener Ernährungsweise (partielle 
Unter- und Überernährung) beziehen, und aus denen mit Recht geschlossen 
wird, daß der Tierkörper eigentlich als aus zwei Stoffkomplexen bestehend 
angesehen werden muß; der eine bleibt unter allen Umständen auch bei 
vollständiger Nahrungsentziehung unverändert, der andere variiert mit der 
Art der Ernährung. Eine frühere Mitteilung?), die sich auf die Zusammen- 
setzung des verhungerten Tierkörpers bezieht und auf der eigentlich auch 
die vorerwähnte basiert, hat denselben Gegenstand zum Vorwurfe, wie 
meine oben angeführte Arbeit, und hat auch teilweise zu denselben Er- 
gebnissen geführt, so z. B. bezüglich des relativen Wasser- und Eiweiß- 
gehalts. Leider ist mir die Zeitschrift, in der jene französischen Arbeiten 
erschienen sind, nicht zugänglich, so daß ich von ihnen zur Zeit der Ab- 
fassung meines Manuskriptes keine Kenntnis haben und mich von ihrem 
wertvollen Inhalt erst überzeugen konnte, als mir die betreffenden Sonder- 
abdrücke von Herrn Prof. Terroine eingesandt wurden. 


1) Diese Zeitschr. 188, 350, 1927. 

2) Emile F. Terroine, A. Feuerbach et E. Brenckmann, Arch. internat. 
de Physiol. 22, 233, 1924. 

3) Emile F. Terroine, E. Brenckmann et A. Feuerbach, ebendaselbst 20, 
406, 1923. 
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Methode zur Bestimmung von Kupfer 
und Eisen und über den Kupfergehalt des Blutserums. 


Von 
Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 


(Eingegangen am 30. Mai 1927.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei dem Versuch, kleine Mengen Schwermetall in organischen 
Substanzen zu bestimmen, habe ich gesehen, daß die vorhandenen 
Methoden unbefriedigend sind. Sowohl Eisen als auch Kupfer gehen bei 
den gebräuchlichen Methoden der Veraschung teilweise verloren. Hat 
man ferner eine Aschenlösung, die Kupfer und Eisen in kleinen Mengen 
enthält, so stößt die Bestimmung des Kupfers auf unüberwindliche 
Schwierigkeiten. Die Bestimmung des Eisens ist zwar nach der Rhodan- 
methode möglich, aber, wie Stokes und Cain!) gezeigt haben, um- 
ständlich. 

Im folgenden werden einfache Methoden zur Bestimmung von 
Kupfer und Eisen in Aschen beschrieben, Methoden, von denen ich 
glaube, daß sie in der Enzymchemie und der Medizin eine Rolle spielen 
werden. Man kann mit diesen Methoden Kupfer oder Eisen in !/, „ccm 
Serum bestimmen, und es ist mit ihnen entdeckt worden, daß Kupfer 
konstant im menschlichen Blutserum vorkommt. 

Ich beschreibe die Versuche in folgender Anordnung: 

I. Bestimmung des Kupfers. 
II. Bestimmung des Eisens. 
III. Bestimmung des Mangans. 
IV. Veraschung. 
V. Metallbestimmung im nicht veraschten Serum. 
VI. Kupfer in Zellen. 


1) H. N. Stokes und J. R. Cain, Scientific Papers of the Bureau of 
Standards Nr. 53. Januar 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 17 
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I. Kupferbestimmung. 
Prinzip. 

Da, wie früher gezeigt!), Cystein sich nur bei Gegenwart von 
Schwermetallen oxydiert, so kann man die Oxydation von Cystein- 
lösun, u benutzen, um Schwermetalle nachzuweisen und zu bestimmen. 

Wirksam bei der Cysteinoxydation sind im wesentlichen Eisen, 
Mangan und Kupfer. Ich habe gefunden, daß Pyrophosphat die Wirkung 
des Eisens und des Mangans, nicht aber die Wirkung des Kupfers 
hemmt?). Untersucht man also die Oxydation des Cysteins in Pyro- 
phosphat, so kann man Kupfer neben Eisen und Mangan nachweisen 
und bestimmen. 

Die Brauchbarkeit des Prinzips hängt davon ab, ob Cvstein- und 
Pyrophosphatlösungen ohne allzu große Schwierigkeiten hinreichend 
rein hergestellt werden können und ob der Oxydationsverlauf so einfach 
ist, daB man die Kupfermengen aus den Oxydationsgeschwindigkeiten 
berechnen kann. Beide Fragen sind zu bejahen. — 

Die wichtigsten älteren Arbeiten über Cystein sind von E. Bau- 
mann?), von E. Friedemann‘) und von Mathews und Walker5). Baumann 
entdeckte das Cystein und fand, daß es — in saurer Lösung gegenüber 
Sauerstoff beständig — in neutraler und alkalischer Lösung leicht von 
Sauerstoff oxydiert wird, und weiterhin, daß Eisensalze die Oxydation 
beschleunigen. Friedemann klärte die Konstitution des Cysteins auf. 
Mathews und Walker untersuchten den Einfluß der Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Oxydation und fanden in der Nähe des Neutral- 
punkts ein Maximum der Geschwindigkeit. Sie fanden ferner, daß 
Kupfer, ähnlich wie Eisen, die Oxydation beschleunigt. Im übrigen 
enthält die Arbeit von Mathews und Walker einige Angaben, die ich 
nicht bestätigen kann, z. B., daß Mangan katalytisch unwirksam, aber 
Gold und Platin katalytisch wirksam seien. 


Versuchsanordnung. 
Die Gefäße®) zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit haben 
die Form der Abb. 1. Ihr Volumen beträgt etwa 15 ccm. Der Haupt- 


1) O. Warburg und S. Sakuma, Pflügers Arch. 200, 203, 1923; S. Sakuma, 
diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

2) Eine Verallgemeinerung ist unzulássig, da es sich um Konkurrenzen 
zwischen verschiedenen Komplexbildnern handelt. Bei der Oxydation 
der Zucker wird gerade die Kupferwirkung durch Pyrophosphat gehemmt. 
Vgl. H. A. Krebs, diese Zeitschr. 180, 377, 1927. 

3) E. Baumann, Hoppe-Seyler 8, 299, 1883/84. 

4) E. Friedemann, Hofmeisters Beitráge 4, 504, 1904. 

5) Mathews und Walker, Journ. Biol. Chem. 6, 21, 29, 299, 1909. 

6) Die Gefäße stellt Hanff und Buest, Berlin N, Chausseestraße 117, 
her, und zwar sowohl aus Glas als auch aus Bergkristall, letztere zur Metall- 
bestimmung in Aschen nach Kapitel IV. 
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raum (H) enthält 2 ccm einer 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlösung 
von geeignetem pm. Die Birne (B) enthält 5 bis 6 mg Cysteinchlor- 
hydrat, gelöst in 0,1com Wasser und 0,1ccm der auf Kupfer zu 
prüfenden Flüssigkeit, die kongosauer reagieren muß. Der Gasraum 
enthält Luft. i 


Die Meßgefäße werden durch Schliff mit 
Wassermanometern verbunden und im Thermo- 
staten bei 20% geschüttelt. 10 Minuten nach 
dem Einhängen in den Thermostaten spült man 
den Inhalt der Birne in den Hauptraum, 
5 Minuten später (durch Austreibung von Kohlen- 
sáure ent: eht zunächst ein geringer positiver 
Druck) beginnt die Messung der Sauerstoff- 
absorption. Die Ausschläge sollen nicht größer 
sein als 3mm pro Minute, in jedem Falle ist durch 
Variation der Schüttelgeschwindigkeit zu kon- 
trollieren, ob sie unabhängig von der Schüttel- 
geschwindigkeit sind. 


Herstellung des Cysteins und der Pyrophosphatlösung. 


Die früher von mir beschriebene Methode zur Reinigung des 
Cysteins ist umständlich und liefert nur kleine Ausbeuten an Cystein. 
Ich habe eine einfache Methode zur Reinigung des Cysteins ge- 
funden, nach der C. A. F. Kahlbaum-Berlin-Adlershof das Cystein her- 
stellt. Kahlbaum wird in Zukunft sowohl reines (Gesten als auch ge- 
reinigte Pufferlösungen für die Eisen- und Kupferbestimmung liefern. 


Cystein. 50g Cystein aus Haaren werden nach der Vorschrift 
von E. Friedemann!) mit Zinn und Salzsäure reduziert. Die von Zinn 
und Schwefelwasserstoff befreite Lösung wird auf dem Wasserbad 
bis auf 70 ccm eingedampft. Läßt man 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen, so kristallisiert Cysteinchlorhydrat in großen durchsichtigen 
Kristallen, von denen man eine gelbe, zähflüssige Mutterlauge leicht 
abgieBen kann. Die Kristalle bringt man in einen Mörser, zerreibt sie 
mit reinem Aceton so fein als möglich, saugt ab und wiederholt 
Zerreiben und Absaugen, bis das Aceton farblos abläuft. Aceton, 
in dem Cysteinchlorhydrat fast unlöslich ist, hat die Eigenschaft, 
Eisenchlorid und andere Schwermetallchloride aufzunehmen. Man 
trocknet im Vakuum über Schwefelsäure. Die Ausbeute an Cystein- 
chlorhydrat, das für die Metallbestimmungen hinreichend rein ist, 
beträgt etwa 30 g. 


1) E. Friedemann, Hofmeisters Beitr. 4, 504, 1904. 
17* 
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Pyrophosphat. 180g Natriumpyrophosphat puriss. Kahlbaum 
werden unter Erwärmen in 200 ccm Wasser gelöst, filtriert und auf 
Zimmertemperatur abgekühlt, wobei etwa 90 g Salz ausfallen. Man 
saugt ab, wäscht mit eiskaltem Wasser, trocknet bei 100° und löst 
nun so viel Salz in Wasser auf, daß die Lösung 0,2 mol. in bezug auf 
Na¿P¿0, wird. Die Einstellung der Lösung geschieht mit n Salzsäure 
und Methylorange, das in Rot umschlägt, wenn Na,P,O, in Na, H,P,0, 
umgesetzt worden ist. 

Die alkalische Pyrophosphatlösung ist haltbar. Man füllt sie in 
glasierte Porzellanflaschen, die vorher einige Tage mit Pyrophosphat- 
lösung gereinigt worden sind. 


Zum Gebrauch versetzt man mit so viel n Salzsäure (aus Kahlbaum- 
scher ‚eisenfreier‘‘ Salzsäure hergestellt), daß das gewünschte pa 
entsteht. Ich habe im allgemeinen bei pu 7,6 gearbeitet. Gibt man zu 
10 ccm def alkalischen (0,2 mol.) Pyrophosphatlósung 1,0ccm n Salz- 
sáure, so ist — bei 20% — pg = 7,88, und gibt man zu l ccm der an- 
gesäuerten Lösung 3 mg Cysteinchlorhydrat, so ist pa = 7,64. Diese 
pu-Werte wurden elektrometrisch gemessen. 

Prüfung auf Reinheit. Man füllt in den Hauptraum des Meß- 
gefäßes 2ccm der angesäuerten Pyrophosphatlösung, in die Birne 6 mg 
Cystein und 0,1 ccm Wasser. Die mit dem Cystein gemischte Lösung 
absorbierte am Anfang dieser Arbeit pro Stunde etwa 28 cmm O,, später, 
als das Reinigungsverfahren verbessert war, 6cmm O, (20°, Luft). 
28cmm O, entsprechen 3.10” mg Cu, 6cmm O, entsprechen 6,5 
. 1076 mg Cu. 

Standard-Kupferlösung. Sie wird bereitet durch Auflósen von 
reinem Kupfervitriol in n/100 Salzsäure und enthält 2 . 1074 mg Kupfer 
in 0,1 com. Diese Lösung ist lange Zeit haltbar. 


Reinigung der Gläser. Man reinigt mit heißer Chromschwefelsäure, 
spült mit destilliertem Wasser und trocknet in einem Aluminium- 
trockenschrank. Spült man zuerst mit Leitungswasser, so setzt sich 
Metall an die Glaswand, das beim nachherigen Spülen mit destilliertem 
Wasser haften bleibt, aber von sauren Flüssigkeiten wieder abgelöst 
wird. Deshalb ist Leitungswasser ganz zu vermeiden. 


Ozxydationsverlauf. 


Da sich Cystein in kongosaurer Lósung nicht oxydiert und da die 
Flüssigkeit in der Birne des Meßgefäßes nach der Vorschrift kongosauer 
ist, so findet in der Birne keine Oxydation statt. Die Oxydation 
beginnt erst, wenn man den Birneninhalt mit der Pufferlösung in den 
Hauptraum herübergeholt hat. Ihre Geschwindigkeit hängt dann von 
der Temperatur, dem Sauerstoffdruck, der Wasserstoffionenkonzentration 
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und dem Kupfergehalt ab. Das folgende bezieht sich auf 20%, Luft 
und pe 7,6. 


Läßt man die Oxydation des Cysteins in Pyrophosphat bis zu 
Ende gehen, so werden pro Milligramm Cysteinchlorhydrat 37 bis 38 cmm 
Sauerstoff aufgenommen, das ist etwas mehr, als für den Übergang 
Cystein > Cystin notwendig ist (ber. 36 cmm). Hierbei verläuft mehr 
als der halbe Umsatz mit konstanter Geschwindigkeit. Nur dieser mit 
konstanter Geschwindigkeit verlaufende Umsatz ist für die Bestimmung 
des Kupfers brauchbar, d. h. die Anfangsgeschwindigkeit. Die Anfangs- 
geschwindigkeiten sind fast genau proportional dem Gehalt der Lösungen 
an Kupfer. 


Zum Beleg des Gesagten dienen die Tabellen I und II, sowie die 
Abbildungen 2 und 3. Bei der Berechnung der Kupferwirkungen ist 
immer die Oxydationsgeschwindigkeit ohne Kupferzusatz zu berück- 
sichtigen, die in jedem Falle durch ein Kontrollgefäß bestimmt wird. 


Drücken wir die Wirkung W des Kupfers in cmm O,/mg Cu x Stunden 
aus, so finden wir 


W ~ 900000. 


Es überträgt also 1 mg Kupfer pro Stunde — unter den Bedingungen 
unserer Anordnung — rund 900000 cmm Sauerstoff. 


Tabelle I. 
Oxydationsverlauf und Endwert in Pyrophosphat. 20°. Luft. py 7,6. 
| Ohne CusZusatz | Mit Cu-Zusatz 
Gefäß 1 E Gefäß 2 Gefäß 3 Gefäß 4 
in qmm 


Hauptraum . . | 2 ccm Pyroph. | 2ecm Pyroph. 2 cem Pyroph. | 2 com m Pyroph. 2 ccm Pyroph. 
me) ee 


6 mg no HCI 6mg Nu Cl 3,5 RE Daer cl | 6,4 mg Çystein HCI 
l 2 i 2. 10-4 mg Cu 2. 10-4 mg Cu 


PEO HATE J ko, = 127 | o = 1,24 SW ko, = 1,31 ko, = 1,29 
| 


mm cmm mm cmm l mm cmm | mm cmm 


5" Ausgleich (14) (18D'(- 135) (174) 
5 CL 14 182|- 135 174 
10 -3 88|- 25 81| — 25 80 - 265 84 
2 1-65 88 | -6 74 1- 585 70*) - 54 70%) 
0-0 124 | -10 124; - 805 106  — 815 105 
40 HA 184 | -14 174 ue 139 . -1075 140 
60 | -22 28 | -225 28 | -—1445 190 : —1475 190 
80 äu 38 |-305 38 | -1565 204 -1625 210 
100-385 49 | -89 49 -157 205 -1635 211 


| ı + Ausgl. 223 cmm + Ausgleich 228 cmm 
| pro mg Cystein-HCl|pro mg CysteinsH Cl 


1 ¿  884cmm 87.0 emm 
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Tabelle II a. Verscnedene Kupfermengen. 20° Luft. py 7,6. 


er | 8 CueZugatz 1 X 10-4 mg Cu»Zusatz 2 X 10-4 mg 
(` Gett) | Geb 2 Gefäß 3 y Gefäß 4 Gefäß 5 
hai I ne SA 


Gefäßkonst 
in qmm 


‚#0, = 125 | ko, = 1,24 kö; = 1,31 | ko, =129 | ko, = 131 


Hauptraum: ` 2ccm Pyroph. | 2cem Pyroph. -2ccm Pyroph. - Zeen ı Pyroph. 2ccm -2ccm Pyroph. 


H 


Birne Sita, au no | äs | 02H0 | 02H30 0.2 H,O 


dë, EE 
D er mm cmm | mm cmm | mm cmm mm cmm mm amm 
5 -05 07 - 7 8,7 - 56 72-12 1564-12 158 
10 -20 26;-145 18 '-125 164l- 255 88 i- 245 82 
on -50 64 -305 88 -26 - 515 66,5- 5N 65 
30  - 90 116 -465 575/-40 52 j- 765 99 |- 74,5 98 
40 -12 164|-62 77 -54 71 '- 99 198 - 965 127 
50 ue 206 -78 9 768 89 -116 160 |-1135 150 
60 -20 26 "-9 116 :-82 108 '-1275 165 |-126 165 


Tabelle IIb. Aus den Zahlen der Tabelle IIa berechnet. 4, ist der Ausschlag, 
den 1.10—4mg Cu erzeugt, 4, ist der Ausschlag, den 2. 10-* mgCu erzeugt. 


l Il | mI | | 
| ohne Cu-Zusatz Cu»Zusatz As | Ag | Ay 
Cu»Zusatz 1.10-4mg * 2.10%m8 mp" (MD A 
cmm cmm (Mittel) cmm mm (Mittel) ı 
si o so | 156 78 | 149 | 204 
10 ' 26 172, 32.5 14,6 9 2.05 
20 |i 6,4 3 | 65.8 29,6 59,4 2,01 
30 11,6 55 98,5 48 4 A 2.00 
40 15,4 74 1275 ` 58,6 1121 1,92 
50 | 20,6 . 93 150 (24 1894 1,79 
60 . 26 ' 112 165 | 860 18 | 1,62 
Wirkung des Kupfers, berechnet aus den . 
lis-Stundenwerten `, . 2. 2 2 2 222 . 0 


70 20 30 A0 50 60 70 80 90 700 
— > Ai (AT feon 
Abb. 2. 
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Berechnung der Kupfermenge. 


Es liege eine Aschenlösung vor, deren Kupfergehalt bestimmt 
werden soll. Zur Messung benutze ich drei Gefäße (nach Abb. 1), die 
folgendermaßen gefüllt werden: 


S Kupferlösung mit. 
2.1074 mg Cu 


Die Anfangsgeschwindigkeiten in den drei Gefäßen seien: a, in 
Gefäß 1, a, in Gefäß 2 und a, in Gefäß 3. Dann ist die Kupfermenge z 
in 0,1 ccm der Aschenlösung: 

ea E 10% mg. 
üs — Ge 

Bei dieser Berechnung benutzt man nicht einen einmalig be- 
stimmten Standardwert der Kupferwirkung W; man bestimmt vielmehr 
die Kupferwirkung W in jedem Versuch und für jede Lösung von neuem 
und eliminiert so Faktoren, die in Lösungen unbekannter Zusammen- 
setzung — wie es die Aschenlösungen sind — von Einfluß auf die 
Oxydationsgeschwindigkeit sein könnten. Man hat dabei den weiteren 
Vorteil, daß man Temperatur, Sauerstoffdruck und pa von Versuch zu 
Versuch nicht streng konstant halten muß. 

pa der Pufferlösung wird bei Zugabe des kongosauren Birnen- 
inhalts nach der sauren Seite verschoben, vorwiegend durch die Salz- 
säure des Cysteinchlorhydrats. Dies ist bei der Herstellung der sauren 
Pyrophosphatlösung zu berücksichtigen. 

Über den Einfluß von pa auf die Oxydationsgeschwindigkeit 
orientieren die folgenden Zahlen, die bei 20% und in Luft (O,-Druck 
154mm Hg) für die Kupferwirkungen W erhalten wurden: 

Den ee N 8,31 8,03 7,63 7,15 

We a 216000 482 000 900000 416000 


Du bei diesem Versuch wurde — nach Zusatz des Cysteins — elektro- 
metrisch gemessen. 


Wirkung des Kupfers bei Gegenwart von Eisen oder Mangan. 
Sowohl Eisen als auch Mangan werden in ihrer Wirkung auf 


Cystein durch Pyrophosphat vollständig gehemmt. Zum Beleg dieser 
wichtigen Tatsache dienen die Zahlen der Tabellen III und IV. 
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Tabelle III. 


Eisen in Pyrophosphat und Eisen + Kupfer in Pyrophosphat. 
20°. Luft. py 7,6. 


| Gefäß 1 | Gefäß 2 


| 
Desk een 
Gefäßkonst. _ DW u i 
in qmm ) ko, = 1,29 ko, = 1,24 | ko, = 1,31 ko, = 1,30 
| 


(X—— ee 


Hauptraum: | 2ccm Pyroph. | 2ccm Pyroph. | 2ccm Pyroph. ' 2ccm Pyroph. | 2ccm Pyroph 
j o | 3,0 
02 H,O a H CR 
RRE +2 10-4 mg | +2-19*m8 4 200 Be mg | + Tv mg 
chlorhydr. + | | '+2.10-4mg er + 2.10-4 mg 
San ee EEE EN ERE - EE 
l mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
5’ Ausgleich 
et - 1 18 - 1 12 - 135 17,7:- 05 07|- 105 188 
10 SS 2 26 - 2 25 - 26 8 i- 10 18|- 20,5 Hi 
20 = 55 11|¡|- 6 74|- 54 71 |- 35 45|- 42 
30 "- 95 12 :-105 18 |- 80 104 ¡- 60 78- 65 o 
40 18 168 -135 168 -102 184 |- 80 104 | - 86 112 
60 21 DN -22 27 |-129 169 |-14 18 123 161 
Wirkung W des Kupfers, berechnet | | 
aus den !js-Stundenwerten.. . . . | W = 960000 ¡ W = 750000 
Tabelle IV. 


Mangan in Pyrophosphat und Mangan + Kupfer in Pyrophosphat. 
20%. Luft. py 7,6. 


E A 


"Gefäß 1 Gefäß 2 GefiB 3 | GefiB 4 
Hauptraum: 2 ccm Pyrophosphat | 2 eem Pyrophosphat 2 com Pyrophosphat ¡2 com Pyrophosphat 
€ ee A — A Á—_ _ _ —_———  _———_—2 Vi 1 PER: Br AA DEF E de 
Birne 6 mg | 0.1 H20 H30 0.2 H,O 0,3 H,O 
Cystein. ` ` + 200 io- mg Mn — + 200.10-+ mg Mn 


er Cu 


chlorhydr. + 


E cmm ar cmm er ar cmm 
BT ; 186 78 77 


Wirkung des Kupfers: W = 960000 | W — 950 000 


Sind die Eisenmengen im Vergleich zu den Kupfermengen sehr 
groß, so tritt eine Komplikation auf, indem Eisen die Kupferwirkung 
etwas vermindert, beispielsweise (vgl. Gefäß 5 der Tabelle III) um 
22 %,, wenn hundertmal soviel Eisen als Kupfer in der zu bestimmenden 
Lösung vorliegt. Trotzdem entsteht kein Fehler in der Kupfer- 
bestimmung, wenn man wie vorgeschrieben rechnet. 


Im Gegensatz zum Eisen ist Mangan selbst in großen Mengen ohne 
Einfluß auf die Kupferwirkung. 
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Empfindlichkeit der Methode. 


Die Empfindlichkeit der Methode hängt von der Reinheit der 
Pyrophosphatlósung ab. Je weniger Kupfer die Pyrophosphatlósung 
enthält, um so kleiner sind die Kupfermengen, die man bestimmen 
kann. Verlangt man, daß die Ausschlägein dem Versuchsgefäß mindestens 
doppelt so groß sind als im Kontrollgefäß, so ist die kleinste Menge, 
die wir bestimmen können, von der Größenordnung 1075 mg Cu. 


TI. Bestimmung des Eisens. 
Prinzip und Versuchsanordnung 


sind die gleichen, wie bei der Kupferbestimmung. Statt Pyrophosphat 
benutzt man als Pufferlösung Borat in etwa 1 mol. Konzentration und 
von pa 9,5. Wie bei der Kupferbestimmung füllt man in die Birne des 
Versuchsgefäßes 0,1 cem einer Lösung, die 5 bis 6 mg Cysteinchlor- 
hydrat enthält, und 0,1 ccm Aschenlósung, die in bezug auf Säure 
n/20 bis n/10 ist, in den Hauptraum 2ccm Boratlósung. Nach dem 
Mischen des Birneninhalts mit dem Borat mißt man die Oxydations- 
geschwindigkeit. 

Ist in der Asche neben Eisen noch Kupfer — was in Aschen von 
Zellen häufig der Fall ist —, so setzt sich der „Boratausschlag‘‘ aus 
der Wirkung der beiden Metalle zusammen, da auch Kupfer in Borat 
katalytisch wirkt. Um den Eisengehalt einer solchen Asche berechnen 
zu können, muß man zuerst den Kupfergehalt nach der Pyrophosphat- 
methode bestimmen. Man zieht dann von dem Boratausschlag die 
Kupferwirkung ab und erhält so den Anteil der Oxydation, der durch 
das Eisen bewirkt wird. 


Herstellung der Boratlösung. 


62g Borsáure (1 Mol) und 31g Kaliumhydroxyd (0,55 Mole) 
werden mit Wasser zu einem Liter gelöst. Dann ist pn etwa 9,5. Es 
ändert sich nicht bei der folgenden Behandlung mit Kohle. 

20g Tierblutkohle Merck werden mit 1 Liter Wasser aus- 
gekocht. Man läßt absitzen, gießt die trübe Flüssigkeit ab, gibt wieder 
l Liter Wasser hinzu, kocht, saugt ab und wäscht mit Wasser auf der 
Nutsche. Die so gereinigte Kohle wird nicht getrocknet, sondern feucht 
zum Reinigen der Boratlösung verwendet. 

l Liter Boratlósung wird mit 10g Kohle 15 Minuten lang ge- 
schüttelt, filtriert, das Filtrat wieder 15 Minuten lang mit 10 g neuer 
Kohle geschüttelt und wieder filtriert. 

Zur Prüfung der Boratlösung bringt man in den Hauptraum des 
Meßgefäßes (Abb. 1) 2 ccm Borat, in die Birne 6 mg Cysteinchlorhydrat, 
gelöst in 0,1 ccm Wasser, und mißt nach dem Eintragen des Cysteins 
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die Oxydationsgeschwindigkeit bei 20% und in Luft. Am Anfang dieser 
Arbeit betrug der Boratausschlag pro Stunde rund 7cmm und sank 
dann mit der Verbesserung der Reinigung auf 4cmm pro Stunde. Auf 
Eisen umgerechnet, bedeuten diese Ausschläge, daß 2 ccm Boratlösung 
7.1075 bis 4.1075 mg Fe enthielten. 


Oxydationsverlauf. 


Die Geschwindigkeit der Oxydation in Borat hángt von der Tem- 
peratur, dem Sauerstofídruck, der Wasserstoffionenkonzentration und 
dem Metallgehalt ab. Unsere Arbeitsbedingungen sind: 20% und 
Sauerstoffdruck der Luft. pg war im allgemeinen, nach Zusatz des 
Cysteins, 9,3. Pro Milligramm Cysteinchlorhydrat werden rund 
36cmm Sauerstoff aufgenommen, das ist die für den Übergang 


Tabelle V. 
Oxydationsverlauf und Endwert in Borat. 20°. Luft. 
¿| Ohne, Metallzusatz + Kupfer + Eisen 
| Gefäß 1 Gefäß 2 Gefäß 3 
Hauptraum 2 ccm Borat Fe 2 gem. Borat i a Borat WW 
6my Cysteinchlorhydrat 6 mg Cysteinchlorhydrat 6 mg Cysteinchlorhydrat 
Se | 0,1 ccm n/100 HCI ia 0 WE? HG ! a HO 
cmm Oz | cmm O, | cmm Oz, 
15'Ausgleich | (8,5) | (27) 
10' 5,8 18,2 
20 | 1,3 11 36.4 
om `, 3,7 99,7 73 
60 | 6,8 35 110 
80 8,7 46 144 
100 | 11,8 58,5 172 
120 15 71 192 
140 18,6 84 200 
160 21.7 95 200 
190 26 | 114 200 
220 | 30,5 | 132 200 
250 36 | 150 200 
290 | 42 170 200 
320 | 48 184 200 
350 | 51,5 192 | 200 
380 | 58 200 | 200 
40 | 62 | 204 | 200 
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Cystein > Cystin berechnete Menge. Dies gilt sowohl für die Kupfer- 


als auch für die Eisenkatalyse. 
die Abb.4 und 5. 


Zum Beleg dienen Tabelle V und 


Abb. 4. 


Minuten 


2 ccm Borat + 6 mg Cysteinchlorhydrat + 8 "10-4 mg Cu. 20°. Luft. 


Sowohl mit Kupfer als auch mit Eisen verläuft mehr als der halbe 
Umsatz mit konstanter Geschwindigkeit (Tabelle V und Abb. 4 und 5). 
Nur dieser mit konstanter Geschwindigkeit verlaufende Umsatz ist 
für die Bestimmung der Metalle brauchbar, d. h. die Anfangsgeschwindig- 


keit. 

Bezeichnen wir wieder den 

cmm O, 
en mg Metall x Stunden 
mit W, so haben wir hier Wo, 
(Wirkung des Kupfers in Borat) 
und Wo (Wirkung des  Fisens 
in Borat) zu unterscheiden. Ich 
finde für 20% und Luft (0,-Druck 
154 ccm Hg) und für pr 9,3 (nach 
Zusatz des Cysteins elektrometrisch 
bestimmt): 

Weca = 45000, Wo = 112000, 
wobei die zu 2ccm zugesetzten 
Metallmengen 4.1074 mg Cu und 
4 . 107 * mg Fe betrugen. 

Weder die Wirkung des Kupfers 
noch die Wirkung des Eisens ist 


RANA MI 
AA 
DU DO Y 
DGA E DA EE 
HON AN 
AAA 
E A 
ISE 4 8 90 E 
EI E ID 
PTA 
A A NE 
EE JB 
20 YO 60 80 100 120 Re 


Abb. 5. 
2ccm Borat + 6mg Cysteinchlor» 
bydrat + 8.10-4 mg Fe. 20°. Luft. 
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streng proportional der Menge an zugesetztem Metall, sondern die 
Wirkung pro Milligramm Metall nimmt mit der Metallmenge etwas 
zu (Tabelle VI und Abb.6 und 7). 


Die Berechnung des Eisengehalts aus der Oxydationsgeschwindig- 
keit geschieht wie bei Kupfer in Kapitel I beschrieben, nachdem man 


Tabelle VI. 
Verschiedene Kupfer- und Eisenmengen in Borat. 20%. Luft. 


Getäß 1 Gefäß 2 Gefäß 3 Getäß 4 Gefäß 5 
Hauptraum: 2ccm Borat 2ccm Borat 2 ccm Borat 2 3cm Borat 2 ccm Borat 
ur 6 mg Cystein» 6 mg Cysteins | 6 Cystein- | 6 mg Cystein» Cysteins 
chlorhydrat hlorhydrat en orhydrat chlorhydrat Ss orhydrat 


0,10 ccm 4.10-4 mg Cu '8.10-4 mg Cu | 4.10—4 mg Fe | 8.10-4 mg Fe 
j nel GEELEN HO | in 0,1 »/100HC1 in 0.1 n/100H Cl 


cmm | cmm | cmm u cmm 
1,3 5,8 11 16.6 36.4 
3,7 12,8 227 345 73 
68 192 35 53 110 
5 © Al 71 | 106 192 
| Gefäß 2 Gefäß 3 | Gefäß 4 Gefäß 5 
— Gefäß 1 — Gefäß 1 | — Gefäß 1 — Gefäß 1 
cmm cmm cmm cmm 
15,3 35,1 
30.8 69,3 
12,4 28.2 46,2 | 103,2 
26 56 i 
W= Ss m a sen 32500 | 35 000 | 115 000 | 129 000 
60 
0810 0 1 0 1 EN 
E AAA 


EE EE 
RENE 0 00 81 0100 
HERMANO ANEN 
A AD 
W WEN 


Š 
DEAS ABRENE 
TASA 
ZAR 


Minuten 
Abb. 6. 
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von dem Boratausschlag den Anteil, der auf das Kupfer kommt, ab- 
gezogen hat. Nur ist hier wegen der nicht strengen Proportionalität 
zwischen Metallmenge und Oxydationsgeschwindigkeit darauf zu 
achten, daß man so wenig als möglich Metall zu der Aschenlösung 
hinzufügt. Bei Präzisionsbestimmungen kann man der Nichtpro- 
portionalität durch eine Korrektion Rechnung tragen. 


HI. Manganbestimmung. 


Wie Kupfer und Eisen, so wirkt auch Mangan in Borat-Cystein- 
lösungen oxydationskatalytisch. Ändert man pa des Borats, so ändert 
sich im allgemeinen die Wirkung der Metalle, jedoch in verschiedenem 
Maße, je nachdem Kupfer oder Eisen oder Mangan vorliegt. Beispiels- 
weise sind die Wirkungen W der drei Metalle, wenn man von pua 9,30 
zu 10,15 übergeht: 

pu 9,30 45000 Won, 112000 Hee 110000 Wu, 
pa 10,15 20000 ,, 30000 „ 114000 ,, 


Durch Änderung von pg kann man also entscheiden, ob ein 
„Boratausschlag‘‘ durch Kupfer oder durch Eisen oder durch Mangan 
hervorgebracht ist. Liegt aber ein Gemisch der drei Metalle vor, so 
treten Schwierigkeiten auf, die noch nicht überwunden sind. 


Vorschrift zur Herstellung der stärker alkalischen Boratlösung: 
62 g Borsäure (1 Mol) und 48g Kaliumhydroxyd (0,85 Mole) werden 
mit Wasser zu 1000 ccm gelöst. Man reinigt zweimal mit 10 g Tier- 
kohle, wie in Abschnitt II vorgeschrieben. pe war, elektrometrisch 
gemessen, 10,3 und nach Zusatz von 3 mg Cysteinchlorhydrat zu 
Leem Borat 10,15. 
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IV. Veraschung. 


Zur Veraschung benutze ich Gefäße nach Abb. 1, die jedoch 
nicht aus Glas, sondern aus Bergkristall hergestellt sind. Man 
bringt die zu veraschende Substanz in die Birne des Gefäßes, 
trocknet bei 120°, stellt das Gefäß 14 Stunden in einen elektrisch ge- 
heizten Glühofen, in dem dunkle Rotglut herrscht, gibt dann in die 
Birne Salzsäure und Cysteinchlorhydrat, in den Hauptraum Pyro- 
phosphat oder Borat und verfährt weiter nach den Kapiteln I bis Ill. 


Die Methode ist zunächst für Serum ausgearbeitet worden. Trocknet 
und glüht man Serum, wie beschrieben, so verliert man immer Metall. 
Man vermeidet aber, wie ich gefunden habe, jeden Verlust an Kupfer 
und Eisen, wenn man dem Serum vor der Trocknung Phosphat zusetzt. 
Zu beachten ist dabei, daß sich beim Glühen Pyrophosphat bildet, 
das bei der Kupferbestimmung nicht stört, aber die Eisenwirkung 
in Borat hemmt. Deshalb muß man das Pyrophosphat, wenn man 
Eisen bestimmen will, nach dem Veraschen in Orthophosphat ver- 
wandeln. Dies geschieht, indem man den Birneninhalt nach dem Ver- 
aschen in Salzsäure löst, die Gefäße in einen auf 100° einstehenden 
Trockenschrank stellt und zur EE verdampft. Die Vorschriften 
sind: 


Vorschrift zur Kupferbestimmung in Serum. Man entnimmt das 
Serum mit Glasspritze und Platinkanüle, läßt es von selbst gerinnen, 
zentrifugiert und verdünnt mit dem gleichen Volumen einer m/10 
KH,PO,-Lösung (Glasspritze, Kanüle und Gefäße sind mit Säure und 


— 


Tabelle VII. 
f Gefäß 1 | Gefäß 2 Getäß 3 
Für die Veraschung: |' zu 
Hauptraum ..... leer leer 
7 0,2 ccm Serum»Phosphat 02 ccm Serum+Phosphat | 0, CES Ge Serum. Phosphat 
Birne: ee e e ees u (= 0,1 cem m Serum) (= 0,1 ccm Serum) (= 0,1 ccm Serum) 


+ 2.10-4 mg Cu 


| 
Für die Cu-Bestinm.. 1 | 


Hauptraum ..... y 2 ccm Pyrophosphat 2 ccm Pyrophosphat 2 ccm Pyrophbosphat 
( + 0,2 com DE HO + 0,2ccm n/20 HC! + 0,2 com n/20 HCI 
Bine 445 0% | een + 0,1 ccm Cysteinlósung | + 0,1 ccm Cysteinlösung 


+ 2.10-4 mg Cu 


Beispiel: Das Se stammte von eiuer normalen 32 Jahre alten Frau. 
cmm O3 


Nach 10"... . | 
| Cu in 0,1 Serum: 
| 


y) 
| 2 -2.1074 ` 
| 


| cmm Oz cmm O, 


49 — 24 | | 
—2.10-mg | 
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destilliertem Wasser gereinigt). Je 0,2 ccm dieses verdünnten Serums 
füllt man in die Birnen von drei Quarzgefäßen. Die genauere An- 
ordnung ergibt sich aus der Tabelle VII. Wie Tabelle VII lehrt, erhält 
man die gleichen Ausschläge, ob man eine bestimmte Kupfermenge vor 
der Veraschung oder nach der Veraschung zusetzt, ein Beweis, daß bei 
der Veraschung kein Kupfer verloren geht. 

Das in dem Beispiel angeführte Serum enthielt pro Kubikzentimeter 
2.1073 mg Kupfer. Wir haben bisher kein menschliches Serum ge- 
funden, das frei von Kupfer war. Wie es scheint, ist Kupfer ein nie 
fehlender Bestandteil des menschlichen Serums. Die Kupfermenge 
im Serum des normalen Menschen ist der Größenordnung nach 
immer gleich, nämlich von der Größenordnung 1073mg Cu procem 
Serum. Rattenserum enthält etwa ebensoviel Kupfer wie Menschen- 
serum, Hühnerserum enthält weniger Kupfer. 

Die Tatsache, daß menschliches Serum Kupfer in konstanter Menge 
enthält, ist bisher übersehen worden, weil es an einer geeigneten Methode 
zum Nachweis und zur Bestimmung des Kupfers fehlte. Zu zitieren 
ist hier eine Angabe von Desgrez und Meunier, denen es gelang, 
in der Asche von 1kg Pferdeserum Kupfer nachzuweisen!). 

Ich habe mich schließlich noch bemüht, das Ergebnis der Cystein- 
methode, weil es unerwartet war, durch eine alte chemische Methode 
zu kontrollieren. In der Tat kann man das Kupfer im menschlichen 
Serum auch kolorimetrisch nachweisen, wenn man mit Phosphat 
verascht. öccm Serum werden nach Zusatz von 1l cem m/2KH,PO, 
zur Trockne verdampft, 14 Stunden im elektrischen Ofen bei schwacher 
Rotglut erhitzt, mit 1 ccm n HCl aufgenommen, nötigenfalls von einer 
Spur Kohle abzentrifugiert und mit 0,1 ccm einer frisch bereiteten 
1 % igen Lösung von Kaliumferrocyanid versetzt. Es tritt die rotbraune 
Färbung des Kupferferrocyanids auf, und zwar rein, nicht in Mischfarbe 
mit Berlinerblau. Denn beim Glühen mit Phosphat bildet sich Pyro- 
phosphat, das die Reaktion des Eisens, nicht aber die Reaktion des 
Kupfers mit Ferrocyanid verhindert. Ist neben dem Kupfer viel Eisen 
in der Asche, so verblaßt die rotbraune Farbe allmählich. Ich finde 
kolorimetrisch mit Ferrocyanid ebensoviel Kupfer im Serum, wie mit 
der Cysteinmethode. 

Will man in Lösungen, die kein Pyrophosphat enthalten, Kupfer 
neben Eisen nachweisen, so setzt man Pyrophosphat zu. Man mische 
l ccm 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlósung mit Leem n Salzsäure, 
gebe 2.10”? mg Fe in Form eines Eisenoxydsalzes hinzu und dann 
0,2 ccm einer 1% igen Kaliumferrocyanidlósung. Die Lösung — die 
ohne Pyrophosphat tiefblau geworden wäre — bleibt farblos. Gibt 


1) Chem. Centralbl. 1920, IV, 426. 
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man statt Eisen 2 . 107? mg Kupfer zu der sauren Pyrophosphatlósung, 
so wird die Flüssigkeit rotbraun, und zwar ebenso stark als unter sonst. 
gleichen Bedingungen eine saure Kupferlösung, die frei von Pyro- 
phosphat ist. Pyrophosphat hemmt also die Reaktion zwischen Eisen 
und Ferrocyanid, während es die Reaktion zwischen Kupfer und Ferro- 
cyanid nicht beeinflußt. 

Vorschrift zur Eisenbestimmung in Serum. Man verascht wie zur 
Kupferbestimmung in den Birnen der Quarzgefäße, gibt dann in jede 
Birne 0,2 cem n/20 HC], dampft bei 100% zur Trockne, läßt erkalten, 
gibt wieder 0,2 ccm n/20 HCl in jede Birne und bestimmt das Metal) 
mit Borat. 

Als Beispiel führe ich einen Versuch mit Taubenserum an, der 
beweist, daß vor der Veraschung zugesetztes Eisen vollständig wieder- 
gefunden wird, daß also kein Eisen bei der Veraschung verloren geht. 


Tabelle VIII. 


| Gefäß 1 | Gefäß 2 | Gefäß 3 


Zur Veraschung: 


leer leer | leer 


Hauptraum ..... 
02 ccm Serum»Phosphat | 0,2 nn en 0,2 ccm Serum-Phosphat 
Bime. ...... |; : (= 0,1 ccm m Serum) (= 0,1 ccm m Serum) (= 0,1 ccm Serum) 


+ 4.10-4 mg Fe 


2ccm Borat 2ccm Borat 


Hauptraum ..... 2ccm Borat 


0,1 en SE steinlösung 
(= hlorhydrat) 
E a en n/20 HCI 


0,1 cum Ee 
= 6 mg Chlorhydrat) 
+ 0,2 ccm n/20 HCI 


0,1 ccm on 

(= 6 mg ra 
+ 0,2 com n/20 HC 

+ 4.104 mg Fe 


o cmm Oj SCH Oz cmm Oz 
Nach 20' 8,8 22,8 23 
n 40 | 16,8 45,5 47 


V. Metallbestimmung im nichtveraschten Serum. 


Gibt man in die Birne der Versuchsgefäße 0,1 ccm Serum, das man 
vorher durch Salzsäure kongosauer gemacht hat, fügt 0,1 ccm Cystein- 
lösung (mit 6 mg Cysteinchlorhydrat) hinzu und trägt dieses Gemisch 
in 2ccm Pyrophosphat oder in 2ccm Borat ein, so findet man eine 
beträchtliche Cysteinoxydation, ein Beweis, daß freies oder locker 
gebundenes Schwermetall im Serum vorhanden ist. 

Wir haben uns bisher vorwiegend mit dem ,,Pyrophosphat- 
ausschlag‘‘ beschäftigt, d h. mit der Oxydation, die Serum in cystein- 
haltigem Pyrophosphat erzeugt. Es zeigte sich, daß zugefügtes Kupfer 
bei Gegenwart von Serum etwas schwächer wirkt als in Aschen- 
lösungen. Serum entzieht also in der Konkurrenz um das Metall 
dem Cysteinpyrophosphat einen Teil des Kupfers. 
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Trotzdem kann man versuchen, das Kupfer im unveraschten Serum 
mit der Cysteinmethode zu bestimmen, indem man annimmt, daß 
durch die gleichzeitige Messung von W., die Serumbindung aus der 
Rechnung eliminiert wird. In der Tat hat sich in vielen Versuchen 
ergeben, daß man die gleichen Kupferwerte berechnet, wenn man 
veraschtes und nicht veraschtes Serum nach der Cysteinmethode 
mißt. Mag sich dies allgemein bestätigen oder nicht, jedenfalls ist 
der Pyrophosphatausschlag, den man mit Serum erhält, eine experi- 
mentelle Größe, die zu messen und zu vergleichen, wichtig erscheint. 
Das gleiche gilt von der Oxydation, die unveraschtes Serum in Borat- 
Cysteinlösungen erzeugt. 


VL Kupfer in Zellen. 


Ich habe mit der neuen Methode einige Stichproben gemacht 
und gefunden, daB Kupfer ein häufiger Begleiter des Eisens in der 
Zelle ist!). So fand ich in le Reinkultur (Trockensubstanz) einer 
Torula-Hefe 1.10”"!mg Fe und 0,7.10”!mg Cu; in lg Reinkultur 
einer untergärigen Bierhefe 0,9.10=1!mg Fe und 0,35.1071 mg Cu. 
Man wird deshalb bei Schwermetallwirkungen, die man in lebenden 
Zellen beobachtet, auch an Kupfer denken, und es genügt nicht mehr, 
in Fermentpräparaten wie Peroxydase und Katalase ausschließlich nach 
Eisen zu suchen. 


1) Über den Kupfergehalt tierischer Organe existiert eine beträchtliche 
Literatur. Ich möchte hier besonders auf die Arbeiten von K. B. Lehmann 
(Arch. f. Hygiene 24, 18, 1895) und Rost und Weitzel verweisen (Arbeiten 
a.d. Reichsgesundheitsamt öl, 494, 1919), in denen man auch ältere Literatur 
Ober Kupfer findet. 
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Über den Zusammenhang zwischen dem Aufnahmeverlauf 
der Bodennährstoffe bei den höheren Pflanzen und der 
Beweglichkeit dieser Stoffe in der Pflanze. 


(Untersuchungen über physiologisches Gleichgewicht bei Pflanzen, 
HI. Mitteilung.) 


Von 
August Rippel. 


(Aus dem Institut für landwirtschaftliche Bakteriologie der Universität 
Göttingen.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wie vornehmlich seit Liebscher?) bekannt ist, läuft die Aufnahme 
der Bodennährstoffe durch die höhere Pflanze der Trockensubstanz- 
erzeugung zum Teil ganz erheblich voraus. Ich erinnere an die kürzlich 
an dieser Stelle?) mitgeteilten Zahlen, wonach bei geringer Stickstoff- 
versorgung von Helianthus bereits rund 75% des Stickstoffs auf- 
genommen, als erst 8,9%, der Trockensubstanz gebildet waren. Über 
derartige Beobachtungen hinaus hat man sich noch nicht mit der 
auffallenden Erscheinung beschäftigt. Ich selbst habe nun?) darauf 
hingewiesen (S. 330), daß sie, in Hinsicht auf den Stickstoff wenigstens, 
ihre Erklärung darin findet, daß in den Blättern der aufgenommene 
Stickstoff verarbeitet und dann allmählich aus den alternden Blättern 
herausgezogen wird, um zur Ausbildung von Samen usw. verwendet 
zu werden, womit wir ja völlig auf dem Boden bekannter physiologischer 
Tatsachen stehen. 

Aber diese Überlegung führte zu einer weiteren Konsequenz, die 
mich veranlaßte, auch den Aufnahmeverlauf der übrigen Nährstoffe 
an dem gleichen Material festzustellen, was ursprünglich unterblieben 


1) @. Liebscher, Journ. f. Landw. 85, 335, 1887. 
2) A, Rippel und O. Ludwig, diese Zeitschr. 177, 318, 1926. 
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war, weil der gleich zu erwähnende Gesichtspunkt zunächst nicht 
erkannt wurde und die Vermehrung der unzähligen Aschenanalysen, 
wie sie von höheren Pflanzen vorliegen, durch weitere ohne bestimmte 
weitergreifende Vorstellungen zwecklos erschienen war. Das vor- 
handene Material war nun hierzu ganz besonders geeignet, einmal 
weil es sich um Gefäßversuche handelte, wobei sorgfältig die absterbenden 
Blätter gesammelt wurden, also jeder Verlust an Material oder durch 
Auswaschung der abgestorbenen Blätter usw. vermieden worden war; 
auch sind Gefäßversuche ganz erheblich sicherer in Hinsicht auf einheit- 
liche Behandlung und Probeentnahme des Materials im Vergleich zu 
Feldversuchen. Sodann handelte es sich um die Feststellung eines 
durch 15 Punkte festgelegten Wachstumsverlaufs, also um eine sehr 
vollständige Reihe, wodurch auch wiederum die Fehler der einzelnen 
Probeentnahmen weiter verringert werden, da es sich um die Fest- 
stellung des Gesamtverlaufs der Kurve handelt. 


Die angestellte Überlegung war nun folgendermaßen: Wenn in 
der Pflanze, wie bekannt, der leicht verschiebbare Stickstoff eben 
infolge dieser Eigenschaft schon in der jungen Pflanze bzw. den jungen 
Blättern als Eiweiß aufgespeichert wird und nun allmählich der 
wachsenden Pflanze (Stengel, Blütenstand) zufließen kann, so muß 
ein schwer beweglicher Stoff sich anders verhalten. Nun habe ich!) 
wiederholt festgestellt, daß in der Pflanze Stickstoff, Kalium und 
Phosphor leicht, Calcium und Schwefel schwer beweglich sind, während 
Magnesium etwa in der Mitte steht, was sich sowohl bei der Rück- 
wanderung der Stoffe aus dem herbstlich vergilbenden Laubblatt in 
die Achsen als auch bei der Auswanderung aus den Achsen in die aus- 
treibenden Knospen ergab. Dieses Verhalten mußte sich also auch, 
gemäß dem oben Gesagten, in dem Verlauf der Nährstoffaufnahme 
widerspiegeln, indem eben z.B. das kaum bewegliche Calcium der 
Trockensubstanzzunahme nicht oder nicht erheblich vorauseilen durfte, 
sondern ihr etwa parallel gehen mußte. Diese Vermutung hat sich 
denn auch restlos bestätigt: Der Verlauf der Nährstoffaufnahme spiegelt 
bei dem vorliegenden Versuch völlig die oben angegebenen Stufen der 
Beweglichkeit der Elemente in der Pflanze wider, obwohl es sich dort 
um ganz anderes Pflanzenmaterial handelt. 


Es ist ja allerdings bekannt, daß z. B. Calcium etwa im Vergleich 
zum Stickstoff bis zum Schluß des Wachstums zunimmt bzw. besonders 
in älteren Pflanzenteilen hervortritt; aber diese Verhältnisse sind noch 
nicht quantitativ nach bestimmten Gesichtspunkten verfolgt; die 


1) A. Rippel, Jahresber. Vereinig. f. angew. Botanik 16, 123, 1918. 
diese Zeitschr. 118, 125, 1921; Biol. Zentralbl. 41, 508, 1921; diese Zeitschr. 
185, 518, 1923; Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik 65, 819, 1926. 
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quantitative Betrachtung ist aber ein sehr wesentlicher Punkt für die 
endgültige Klarstellung eines Zusammenhangs zwischen Substanz- 
produktion und Bedeutung der einzelnen Pflanzennährstoffe dabei. 
Es scheint mir daher nicht unwesentlich, daß im folgenden der Beweis 
für den oben angedeuteten Zusammenhang erbracht werden kann. 


Bezüglich der Versuchsanordnung kann auf die vorhergehende Mit- 
teilung!) verwiesen werden; es sei nur nochmals erwähnt, daß die Versuchs- 
pflanze Helianthus annuus L, uniflorus giganteus war und der Wachstums- 
verlauf in Perioden angegeben ist. 


Die Analysen der Tabellen I bis III beziehen sich auf die Wachstums- 
reihe mit reichlicher Stickstoffversorgung (5,0 g Ammoniumnitrat je Gefäß), 
die der Tabelle IV auf die Reihe mit schwacher Stickstoffversorgung (0,5 g 
Ammoniumnitrat je Gefäß). Bei dieser letzten Reihe wurde nur Stickstoff 
und Calcium bestimmt. Tabelle I gibt zunächst die Zahlen des prozentigen 
Gehalts in der oberirdischen Trockensubstanz. Wie sich in der vorigen 
Mitteilung ergab, ändert ja die Berücksichtigung der Wurzeln das Bild nur 
unwesentlich und nicht prinzipiell; außerdem hätte z. B. eine Calcium- 
bestimmung in den Wurzeln wegen des beigemengten stark kalkhaltigen 
Sandes nicht ausgeführt werden können. Tabelle II zeigt die absoluten 
Zahlen je Gefäß in Grammen, Tabelle III die Relativzahlen (bezogen auf 
die maximale aufgenommene Menge); auch die Zahlen für die Trocken- 
substanz sind dort aufgenommen. Tabelle IV zeigt die prozentigen, absoluten 
und relativen Zahlen für Stickstoff und Cälcium der Reihe mit geringer 
Stickstoffversorgung. Auf Tabelle IV wird nach Besprechung der Bene 
der Tabellen I bis III zurückzukommen sein. 


Tabelle I. 


Prozentiger Gehalt in der Trockensubstanz. 


Periode N K,0 Gef MgO Ca O SO, | SiO 


3 1.061 | 0.924 | 5,042 ES = 
4 1191 | 092% | 4741 | 1116 zZ 
5 22 | 0960 | 1022 | 4,659 | 1,055 | 0,6 
6 08 | 0,5340) 0, 900 | 4.064 | 0876 | 0,7 
7 457 | 0572 | 081 | 3311 | 0836 | 0,8 
8 653 | 0531 | 0685 | 2649 | 0,733 | 1,172 
9 984 | 0461 | 0684 | 2426 | 0.691 | 0,530 
10 159 | 0386 | 0656 | 2185 | 0,686 | 0,510 
11 0949 | 2849 | 0365 | 0616 | 2167 | 059 | 0,548 
12 0,757 | 2008 | 0305 | 0610 | 1800 | 0509 | 0,637 
13 0706 | 1737 | 0311 | 0588 | 1818 | 0,549 | 0,384 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 


0,598 | 1612 | 0272 | 0531 | 1716 | 0451 | 047 
0,592 | 11480 | 0293 | 0545 | 2049 | 0510 | 0,485 
0,572 | 1490 | 0287 | 0560 | 2063 | 0503 | 0434 
I 0508 | 1580 | 0259 | 0528 | 2093 | 0,582 | 0,428 


1) A. Rippel und O. Ludwig, diese Zeitschr. 1744, 318, 1926. 
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Tabelle II. 
Gesamtgehalt je Gefäß in Grammen. 


Periode N Ka O Ba Os Mg O Ca O S O3 
3 0,021 = 0,005 0,004 0,023 pe 
4 0.082 = 0.019 0.015 0.074 | 0018 
5 0.251 0,378 0.047 0.050 0.228 0.052 
6 0500 | 0769 0,051 (2) 0,086 0390 | 0.084 
7 0,775 1.670 0128 | 0186 0,742 | 0187 
8 0.851 1.750 0200 | 0.258 0.996 0.276 
9 1042 | 2554 0,296 0,438 1555 “| 0.443 

10 1.231 3.090 0378 | 0,642 2.137 0.671 
11 1195 | 3587 0,459 | 0,776 2728 | 0749 
12 1248 | 3311 0503 ' 1.006 2.968 | 0.839 
13 1385 | 3408 0.610 1.153 3.567 1.077 
14 E Ge E a = u 
15 1421 3,830 0,646 1,262 4,077 1,072 
16 = = SS = u = 
17 1,559 | 3,898 0,771 1,436 5,397 1,343 
18 SS = = = 
19 1,550 | 4,036 0,777 1,517 5,589 1,362 
20 1436 4.465 0732 | 1492 5915 | 1.645 
Tabelle III. 


Relative AO une N. o o oa Höchstwert = 100. 


Periode la Tes Fr ls Ves is N Ka 


Periode | DE" un | mo | Pos | mo | ao | sos Pa Oe MgO CaO S Periode | DE" NO | mo | Pos | mo | ao | sos 


3 0,2 1,4 0,5 0,3 0,4 Se 
4 0,5 5,3 2,4 1,0 1,2 11 
5 1,7 16,1 85 6,0 3,3 8,8 3,2 
6 34 32,1 17,2 660) 57 6,6 5,1 
7 7,9 49,7 87,4 16,5 123 | 126 114 
8 13,3 54,6 39,2 25,7 170 | 16,8 16,8 
9 22,7 66,8 57,2 37,9 289 | 26,3 26,9 
10 34,6 78,9 69,2 48,6 423 | 36,1 40,8 
11 44,5 76,7 80.3 59,1 51,2 | 461 45,5 
12 58.4 80,5 74.2 64,7 663 | 502 51,0 
13 69,4 88,8 76,8 78,5 76,0 | 603 65,5 
14 u = wi = xi = 
15 84,0 91,1 85,7 83,2 83,2 | 689 65,2 
16 = — = = = = 
17 932 | 100 87,3 99,2 7 | 92 81,6 
1 == a zu >= = 
19 95,9 | (100) 90.4 | 100 94,2 82,8 
20 | 100 | (100) 100 | (109) 100 100 


Hinsichtlich dieser Zahlen sei zunächst bemerkt, daß die Werte für die 
Kieselsäure sehr schwankend sind; während die prozentigen Zahlen bei allen 
anderen Elementen einen regelmäßigen Gang erkennen lassen, springen die- 
jenigen der Kieselsäure willkürlich hin und her. Da eine Verunreinigung 
mit Sand bei diesem Material nicht wesentlich in Frage kommen kann, 
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Tabelle IV. 
Stickstoff und Calcium bei geringer Stickstoffversorgung. 


Gesamtgebalt | | Relativzablen 


Periode | Trocken» 


| substanz 


8 4428 | 3,219 0,022 | 0,015 0,7 7,9 0,8 
4 4970 | 4,140 0,094 | 0,079 27 | 336 43 
5 3,886 | 3,838 0,215 | 0,223 82 | 76,9 12,1 
6 1,796 | 2,455 0,205 | 0,280 161 | 732 15,2 
7 1100 | 2252 0,176 | 0,359 26 | 629 19,5 
8 0,872 | 2,335 0,215 | 0,576 350 | 769 31,3 
9 0681 | 2,354 0,208 | 0,720 432 | 743 39,1 
10 0,609 | 2,167 0,224 | 0,795 52,0 | 800 43.1 
11 0,560 | 2301 0213 | 0,877 54,0 | 76,1 47.6 
12 0,500 | 2199 0.219 | 0,961 619 | 782 52,2 
13 0,490 | 2,208 0,255 | 1149 | 738 | 911 62,4 
14 = = = = = 2 = 
15 0,415 | 2272 0,234 | 1,284 800 | 83,6 69,7 
1 Se GE 2 Se 2 2. Ee 
17 0,379 | 2110 | 0256 | 11425 958 | 914 77.4 
1 a es ==] == E SS 
19 ES = = SS = a Ge 
20 0,358 | 2,430 0,253 | 1,842 | 100 90,4 | 100 
1 = we ee 


22 | 0414 | 2588 | 0280 | 1749 | c100) | 100 |100) 


haben wir dafiir nur eine Erklárung: Bei der Ernte wurden die Stengel 
in Stücke zerschnitten und gespalten, damit sie gut trockneten. Hierbei 
brechen nun offenbar die starren und verkieselten Haare des Stengels, 
deren Vorhandensein sich auch an den Händen beim Herrichten des Materials 
unanganehm bemerkbar macht, größtenteils ab. Es scheint uns sicher, daß 
hierauf die unregelmäßigen Kieselsäurewerte zurückzuführen sind, zumal 
die Unregelmäßigkeiten ja erst verhältnismäßig spät, etwa von Periode 9 
an auftreten, wenn also der Stengel sich auszubilden beginnt. Jedenfalls 
sind die Kieselsäurezahlen aus diesem Grunde nicht in Tabelle II und III 
aufgenommen. 


Betrachten wir zunächst die prozentigen Zahlen der Tabelle I, 
so zeigt sich das Vorauseilen, z. B. der Stickstoffaufnahme vor der 
Trockensubstanzbildung, in dem sehr starken Sinken der Werte nach 
den späteren Perioden zu. Würde völlige Parallelität zwischen Nähr- 
stoffaufnahme und Trockensubstanzbildung bestehen, so müßte ja der 
prozentige Gehalt unverändert bleiben. Vergleichen wir nun den 
höchsten und niedrigsten prozentigen Wert, so beträgt dieser in Bruch- 
teilen von jenem für: 


N K; 0 Pa Os Mg O Ca 0 S Oe N Ca O 
JL 1 1 1 1 1 1 D 
10,2 54 46 19 2,9 25 13,9 19 


ce e ceca a, nn 
Tabelle I Tabelle IV 
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Man sieht daraus also, daß die prozentigen Zahlen der Tabelle I 
für Stickstoff etwa viermal, für Kalium und Phosphor etwa doppelt 
so stark absinken als für Magnesium, Calcium und Schwefel; die Auf- 
nahme der letzten drei eilt also der Trockensubstanzbildung sehr viel 
weniger voraus als die der ersten drei. Bei den Zahlen der Tabelle IV 
sind die Unterschiede zwischen Stickstoff und Calcium sogar noch 
weit erheblicher. Bei Calcium und Schwefel nimmt der prozentige 
Gehalt gegen Ende der Vegetationszeit sogar deutlich wieder etwas 
zu; ein Vergleich mit den Zahlen der übrigen Elemente vor und nach 
der Periode 15 dürfte zur Genüge zeigen, daß es sich hier nicht um ein 


(Reihe „Viel Stickstoff”). 
+ Stickstoff. OO Calcium. 


% ger Gehalt 


3 YU ZS E 7 A IT Dm GO mm 16 TN 1192 
Periode 


Abb. 1. 


Zufallsergebnis handeln kann. Auch in Tabelle IV vor und nach 
Periode 17 zeigt sich für Stickstoff und Calcium die gleiche Erscheinung, 
und zwar bemerkenswerterweise in dem gleichen Altersstadium der 
Pflanze wie in Tabelle I (man berücksichtige hierbei, daß die Vegetations- 
zeit der Reihe der Tabelle IV verlängert war gegenüber derjenigen der 
Tabelle I, wie in der vorhergehenden Mitteilung festgestellt wurde). 
Abb. l zeigt das zeitliche Verhalten der prozentigen Zahlen für die 
Stickstoff- und Calciumwerte der Tabelle I. 


Deutlicher tritt dies verschiedene Verhalten der einzelnen Elemente 
in den Zahlen der Tabelle III hervor, welche die absoluten Zahlen der 
Tabelle II (Gramm je Gefäß) in Relativzahlen (Maximalwert gleich 
100 gesetzt) enthält; ebenso sind die Zahlen der Trockensubstanz 
beigefügt. Man sieht deutlich, wie die Zahlen für Calcium und Schwefel, 
auch für Magnesium, den Trockensubstanzzahlen fast parallel gehen 
(nur in den späteren Vegetationsstadien finden sich infolge der noch 
fortdauernden Aufnahme, s. weiter unten, größere Abweichungen), 
während diesen die Zahlen für Stickstoff und Kalium sehr stark, für 
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Phosphor etwas weniger stark vorauseilen. Noch deutlicher tritt das 
in Abb. 2 hervor, in der diese Relativzahlen für Stickstoff und Calcium 
in ein Koordinatensystem (Abszisse: Nährstoffaufnahme, Ordinate: 
Trockensubstanz) eingetragen sind. Die Kurven der übrigen Elemente 
sind nicht eingetragen, um das Bild nicht zu sehr zu belasten. Jedenfalls 
sieht man beim Calcium fast völlige Parallelität zwischen Verlauf der 
Aufnahme und Trockensubstanzbildung, wie aus der geringen Ab- 
weichung von der geraden Linie hervorgeht, die sich ja bei dieser Dar- 
stellungsweise ergeben mußte, falls völlige Parallelität bestünde, während 
die Durchbiegung der Stickstoffkurve nach unten das Vorauseilen der 
Aufnahme dieses Elements zeigt. 


Daß es sich hierbei nicht um ein Zufallsergebnis handelt, zeigen 
die Zahlen der Tabelle IV, in der die Werte für Stickstoff und Calcium 
der Wachstumsreihe mit geringer Stickstoffversorgung mitgeteilt sind. 
Abb. 3 zeigt dies kurvenmäßig entsprechend Abb. 2. 


Relative Irockensubstonz 


*%0 20 30 vO 50 60 70 80 90 700 


Relative Aufrahme 
Abb. 2. Abb. 3. 
(Reihe „Viel Stickstoff*). (Reihe „Wenig Stickstoff”). 
+ Stickstoff. (O) Calcium. + Stickstoff. (O) Calcium. 


Hinsichtlich der Calciumkurven der Abb. 1 und 2 sei noch auf 
folgendes hingewiesen: Wie man sieht, besteht fast direkte Propor- 
tionalität zwischen Aufnahmeverlauf und Verlauf der Trockensubstanz- 
bildung. Nur zeigt sich im unteren Teile der Kurve eine geringe Durch- 
biegung nach unten, im oberen eine solche nach oben. Das ist ohne 
weiteres verständlich: Denn ein wenig eilt in den ersten Vegetations- 
stadien die Calciumaufnahme der Trockensubstanzbildung voraus, wie 
man ja am Absinken der prozentigen Zahlen der Tabelle I sieht. Und 
ebenso ist in den späteren Vegetationsstadien die Calciumaufnahme 
noch stärker als der Trockensubstanzneubildung entspricht, wie man 
aus dem Ansteigen der prozentigen Calciumzahlen von Periode 15 
an sieht. 
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Es muß aber darauf hingewiesen werden, daß dieser Wiederanstieg 
das Kurvenbild der Abb. 2 etwas ‚‚fälscht‘“ insofern, als im unteren 
Teile der Kurve eine etwas größere Annäherung an direkte Pro- 
portionalitát mit der Trockensubstanzerzeugung erscheint als das 
tatsächlich der Fall ist, wie man sich  % 
an einem beliebig konstruierten Bei- 90 
spiel leicht klar machen kann. Abb. 4 80 
gibt infolgedessen die Kurven der Š 
Abb. 2 noch einmal wieder, jedoch S 
so, daß als Höchstwert der Aufnahme $ 
und Trockensubstanzerzeugung (dieser ` 
= 100 gesetzt) die Zahlen der Periodel5 + 
angenommen sind, eben der Periode, = 


in welcher die prozentigen Calcium- Zi 
zahlen ihren tiefsten Wert erreichen. "40 20 30 W e e 70 80 30 m0 
Man sieht deutlich beim Vergleich EE 

. , Abb. 4. 
mit Abb. 2, daß die Caleiumkurve (Reihe „Viel Stickstoff") + 
jetzt eine stärkere Durchbiegung und + Stickstoff. O Calcium. 


etwas größere Annäherung an die 
Stickstoffkurve zeigt. Aber dieser Unterschied ist sehr gering und 
jedenfalls erheblich genug, um den gleich zu beschreibenden Zusammen- 
hang zu zeigen. 

Ordnet man nun die einzelnen Nährstoffe danach, wie stark ihr 
Aufnahmeverlauf dem Verlauf der Trockensubstanzbildung vorauseilt, 
so finden wir folgende Reihe: 


N > K > P > Ca, S, Mg 
Aufnahme eilt voraus Aufnahme eilt nur sehr wenig voraus. 


Wir erkennen darin mit aller Deutlichkeit die Gruppen der Nähr- 
stoffe, die sich auch ergeben, wenn wir ihre Verlagerungsfähigkeit bzw. 
Mobilisationsfähigkeit in der Pflanze bei dem Zurückwandern aus 
dem herbstlich vergilbenden Laubblatt in die Achsen oder bei dem 
Auswandern aus den Achsen in die austreibenden Knospen feststellen, 
wobei sich N, K, P als stark, Ca, S als kaum mobilisierbar bzw. ver- 
lagerungsfähig erwiesen, während Mg eine gewisse Mittelstellung 
einnimmt!). 

Natürlich kann das zunächst keinen kausalen Zusammenhang 
bedeuten. Es besagt nur so viel, daß die Pflanze diejenigen Stoffe, 
die innerhalb der Pflanze kaum verschiebbar sind, wie Calcium und 
Schwefel, offenbar stets unmittelbar vom Boden aus an den Ort der 
Ablagerung transportiert. Es soll dabei dahingestellt sein, ob sie dort 


1) Zitiert oben S. 273. Anm. 1. 
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als notwendige Bestandteile irgendwelcher Funktion gebraucht oder 
vielleicht rein mechanisch durch den Transpirationsstrom mitgerissen 
werden bzw. ob beides der Fall ist. Andererseits würden Stickstoff, 
Kalium und Phosphor bereits in den ersten Stadien des Wachstums 
intensiv aufgenommen, zunächst zu Organ- und Reservestoffen ver- 
arbeitet und später zu einem sehr erheblichen Teile in der Pflanze 
transloziert. 


Nun muß hierbei noch folgendes beachtet werden: Der vorliegende 
Versuch ist so angestellt, daß die Nährstoffe jedem Gefäß von vorn- 
herein auf einmal gegeben wurden. Es läge aber durchaus die Möglich- 
keit vor, daß z. B. der überhaupt aufgenommene Stickstoff deshalb 
in den ersten Vegetationsstadien fast quantitativ aufgenommen wurde, 
weil die gebotene Menge begrenzt ist. Es hätten sich die Verhältnisse 
anders gestalten können, wenn etwa dieser Stickstoff den Pflanzen 
während der ganzen Vegetationszeit in gleichblesbender Konzentration 
zur Verfügung stände. Aus diesem Grunde erübrigt sich auch die 
Heranziehung älterer Literatur in Hinsicht auf die vorliegende Frage. 


Dieser Punkt hätte vielleicht an dem vorliegenden Material durch 
Bestimmung von Kalium und Phosphor bei der Reihe mit geringer 
Stickstoffversorgung entschieden werden können, da hier der Überschuß 
an diesen Elementen im Vergleich zur geringen Stickstoffmenge in dem 
obigen Sinne zur Auswirkung kommen müßte. Da in dieser Reihe 
die Pflanzen jedoch nur sehr geringes Wachstum zeigten, die Zahlen, 
wie Tabelle IV zeigt, infolgedessen von Periode zu Periode nicht sehr 
sicher sind!), so habe ich vorgezogen, diese Frage durch einen neuen 
Versuch zu entscheiden, und zwar beim Stickstoff, der das Vorauseilen 
der Aufnahme ja am stärksten zeigt. Über diesen Versuch, der in diesem 
Sommer im Gange ist, soll später berichtet werden. 


Hier soll noch kurz auf die prinzipielle Bedeutung dieser Frage 
hingewiesen werden. Sollte sich herausstellen, daß auch bei gleich- 
bleibender Konzentration, z. B. des Stickstoffs im Substrat, ein solches 
Vorauseilen der Aufnahme vor der Trockensubstanzbildung statt- 
findet, so würde das besagen, daß bei der jugendlichen und der alternden 
Pflanze ein ganz verschiedener Aufnahmemechanismus besteht, indem 
eben in der Jugend Stickstoff, Kalium, Phosphor in der Hauptsache 
aufgenommen und im Alter durch Calcium, Schwefel, Magnesium und 
wohl auch Silicium abgelöst würden. Es bestände dann also die Möglich- 


1) Wie in der früheren Mitteilung (diese Zeitschr. 177, 318, 1926) 
gezeigt wurde, verschwinden diese Unregelmáligkeiten, wenn je zwei auf- 
einanderfolgende Perioden zusammengefaßt werden; das ist in vorliegender 
Arbeit nicht geschehen; daher der gerinze Unterschied der Abb. 3 dieser 
gegenüber Abb. 3 jener Arbeit in der Stickstofikurve. 
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keit, daß vielleicht der Transpirationsstrom gemäß seiner Intensität 
eine gewisse, zu allen Lebenszeiten quantitativ etwa gleiche Menge 
von Nährstoffen befördert, daß aber deren qualitative Zusammen- 
setzung verschieden ist. 


Daß Stickstoff (vornehmlich in der Form von Nitraten) und 
. Kalium im Gegensatz zu Calcium und Schwefel (in der Form des ja 
allein in Frage kommenden Sulfats) von jüngeren Pflanzenteilen bevor- 
zugt aufgenommen werden, ist bekannt. Man hat für sie eine größere 
Permeabilität des Plasmas festgestellt, worüber auf die Zusammen- 
fassung von Kaho!) verwiesen sei. Ferner haben Hoagland?) und Haas 
und Reed’), auch Prát*), die bevorzugte Aufnahme der beiden erst- 
genannten Elemente durch Wurzeln junger Pflanzen quantitativ gezeigt. 
Haas und Reed heben insbesondere noch hervor, daß das Verhältnis 
des aufgenommenen Kaliums zum Calcium mit zunehmendem Alter 
der Pflanzen (Citrus- und Juglanssämlinge) kleiner wird. Auch die 
Beobachtung Fittings5) über die Änderung (Verringerung) der Per- 
meabilität des Plasmas im Winter gegenüber dem Sommer bei Rhoeo 
dürfte in diesen weiteren Zusammenhang gehören. Spezifische Ab- 
weichungen bei einzelnen Pflanzenarten (oder wohl auch Unterschiede 
zwischen einzelnen Gewebearten derselben Pflanzen) wird es geben, 
wie schon Benecke®) S.34/35 im Anschluß an Untersuchungen von 
Tröndle’) betont. Aber mit Sicherheit kann angenommen werden, 
daß mit der Zeit ein ‚„primäres‘ Prinzip, wenn man so sagen darf, 
erkennbar werden wird. Es braucht aber wohl kaum noch besonders 
betont zu werden, daß die oben in dieser Hinsicht angedeutete Möglich- 
keit hier nicht als Tatsache ausgesprochen sei, sondern eben als eine 
Möglichkest, die sich aus vorstehendem ergibt und die durch Versuche 
geprüft werden muß. 


Was eine Besonderheit der einzelnen Pflanzen betrifft, so ist vor 
allem noch darauf hinzuweisen, daß die obigen Ausführungen zunächst 
für annuelle Pflanzen, also Pflanzen mit einjährigem, scharfem Vege- 
tationsrhythmus gelten. Daß bei anderen Pflanzen die Verhältnisse 
weniger klar und übersichtlich liegen mögen, kann von vornherein mit 
Sicherheit vermutet werden. 


1) H. Kaho, Ergebn. d. Biol. 1, 380, 1926. 

2) D. A. Hoagland, Soil science 16, 225, 1923. 

3) A. R. Haas, und H.S. Reed, Hilgardia 2, 67, 1926. 

4) J. Prát, diese Zeitschr. 136, 366, 1923. 

5) H. Fitting, Jahrb. wiss. Botanik 56, 1, 1915. 

6) W.Benecke und L.Jost, Pflanzenphysiologie 1, Stoffwechsel. 
Jena, G. Fischer, 1924. 

7) A. Tróndle, Vierteljahrsschr. d. Naturf. Ges. Zürich 61, 465, 1918; 
Arch. sc. phys. nat. 45, 38 und 117, 1918. 
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Zusammenfassung. 


Es konnte für Helianthus gezeigt werden, daß der Verlauf der 
Aufnahme der Pflanzennährstoffe deren Beweglichkeit in der Pflanze 
entspricht: Die Aufnahme der leicht beweglichen Elemente Stickstoff, 
Kalium, Phosphor eilt der Trockensubstanzbildung sehr stark voraus, 
diejenige der schwer beweglichen Elemente Calcium, Schwefel, Magnesium 
(und wohl auch Silicium) eilt der Trockensubstanzbildung sehr viel 
weniger voraus bzw. geht ihr nahezu parallel. Es ergibt sich daraus 
als Möglichkeit (die inzwischen geprüft wird), daß der Aufnahme- 
mechanismus der Pflanze sich mit zunehmendem Alter ändert, indem 
in der Jugend vornehmlich Stickstoff, Kalium, Phosphor, im Alter 
Calcium, Schwefel, Magnesium (und wohl auch Silicium) in derAufnahme 
bevorzugt würden, auch wenn sie, was allein entscheidend in dieser 
Hinsicht ist, in dauernd gleichem Verhältnis der Pflanze zur Ver- 
fügung ständen. 


Über die Bestimmung der Guanidine und über das angebliche 
Vorkommen derselben im Tetanieharn. 
Von 
Franz Meinrad Kuen. 


(Aus der Abteilung für physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitätsinstitut.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1927.) 
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Einleitung. 


Von einer einheitlichen, allgemein anerkannten Anschauung 
über das Wesen der Tetanie sind wir heute noch ziemlith weit entfernt. 
Unter den verschiedenen Erklärungsversuchen der Tetanie stehen 
besonders zwei Theorien im Vordergrund. 
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Die eine dieser Theorien sieht die Ursache der Tetanie haupt- 
sächlich in der Entkalkung des Organismus, welche nach Entfernung 
der Nebenschilddrüsen eintritt. Die starke Verminderung des Calcium- 
gehalts der Organe und besonders des Blutes ist durch die Arbeiten 
von Neurath, Stehmann, Mac Callum und Voegtlin, Kramer und Howland, 
sowie von Trendelenburg u. a. einwandfrei festgestellt. Die andere 
Theorie stellt die Tetanie als eine Autointoxikation durch Stoffe hin, 
welche im gesunden Organismus durch die Epithelkörperchen oder 
ein Hormon derselben unschädlich gemacht werden, nach Entfernung 
der Epithelkörperchen oder bei Dysfunktion derselben aber sich an- 
geblich im Blute anhäufen und so die Tetaniesymptome hervorrufen 
sollen. 


Die verschiedensten Stoffe hat man mit der Tetanie in Zusammen- 
hang gebracht. So hat man früher das Ammoniak!), die Carbamin- 
säure?), das Histamin?), das Methylcyanamid%) als Tetaniegifte an- 
sehen wollen. Diese Anschauungen sind, nachdem sie durch weitere 
Untersuchungen nicht bestätigt werden konnten, zugunsten der 
Guanidinhypothese aufgegeben worden, welche sich viele Anhänger 
erworben hat. Fühner®) war der erste, der an die Möglichkeit eines 
Zusammenhangs zwischen der Guanidintoxikose und der parathyreo- 
genen Tetanie gedacht hat. Die später von Noel Paton®) und seinen 
Mitarbeitern begründete Guanidinhypothese stützt sich im: wesent- 
lichen auf zwei Beobachtungen: 1. auf die angebliche Ähnlichkeit der 
Erscheinungen der Tetanie mit denen der Guanidinvergiftung, 2. auf 
die von Koch, Paton, Findlay, Sharpe u. a. behauptete vermehrte Aus- 
scheidung des Guanidins und seiner Derivate (Methylguanidin und Dsi- 
methylguanidin) im Harn und in den Fäzes von Tetaniekranken. 


Greenwald (s. unten) hat bei der Untersuchung der Harne von 
parathyreopriven Hunden mit Hilfe seiner eigenen Methodik die Er- 
gebnisse der anderen Autoren in dieser Richtung nicht bestätigen 
gekonnt. Außerdem schien es uns ebenso wie Greenwald zweifelhaft, 
ob man nach dem Silberbarytverfahren oder nach dem Verfahren von 
Findlay und Sharpe die Guanidine wirklich isolieren und einwandfrei 
identifizieren könne. Die Behauptung einer durch die Tetanie ver- 


1) C. Jacobson, Amer. Journ. of Physiol. 26, 407, 1910; A. J. Carlson 
und C. Jacobson, ebendaselbst 25, 403, 1909/10. 

2) A. Frouin, C. r. Acad. 148, 1622, 1909. 

8) Biedl, Innere Sekretion, 4. Aufl., 1, 275 bis 277, 1922. 

4) W. F. Koch, Journ. of Labor. and clinic. Med. 1; zitiert nach Malys 
Jahresber. 46, 261, 1916. 

5) H. Fúhner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 58, 1907. 

6) Noel Paton, Findlay, Burns, Sharpe, Wishart, Quarterly Journ. of 
Physiol. 10, 1917. 
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ursachten vermehrten Guanidinausscheidung kann also noch nicht 
für bewiesen gelten. Da man nun neben den vielen Ähnlichkeiten 
zwischen der Tetanie und der Guanidintoxikose ebenso wichtige Unter- 
schiede festgestellt hat, mußte uns die Ansicht, daß die parathyreogene 
Tetanie mit der Guanidintoxikose identisch sei, zum mindesten als 
unbewiesen erscheinen. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir nun versucht, ein Verfahren 
zum sicheren qualitativen und quantitativen Nachweis der Guanidine 
auszuarbeiten. Im zweiten Teile dieser Arbeit berichten wir über Ver- 
suche, mit Hilfe unseres Verfahrens Guanidine im normalen und im 
Tetanieharn zu bestimmen. 


I. Methodische Versuche zur Bestimmung der Guanidine. 


a) Gravimetrische Bestimmung. 


1. Bisherige Arbeiten und Kritik derselben. 


In einer großen Anzahl von Arbeiten wird über das Vorkommen der 
Guanidine nicht nur in Tetanieharnen, sondern auch im normalen Urin 
berichtet. Kutscher und Lohmann!) sowie Achelis?) fanden im Menschen-, 
Hunde- und Pferdeharn Methylguanidin (2,4 bis 11,6 mg/Liter). Ewins?) 
findet Methylguanidin in Typhusbarn, Heyde*) im Harn verbrühter Tiere, 
Reinwein®) bei Lungentuberkulose, F. A. Hoppe-Seyler®) im Cystinuriker- 
harn. Aere") isolierte aus Paralytikerharn 125 mg/Liter Methylguanidin. 
Diese Autoren verwendcten das Stlberbarytverfahren von Kossel und Kutscher. 

Andere Autoren arbeiteten nach dem Verfahren von Engeland und 
Kutscher, wobei man mit Sublimat unter Zusatz von Natriumacetat fällt. So 
isolierte Engeland?) aus 28 Liter Frauenharn 2,1g Methylguanidinchlor- 
aurat (= 13,3 mg /Liter). 

Koch?) war der erste, der Methylguanidin im Harn parathyreopriver 
Hunde nachwies. Er isolierte aus 2,25 Liter Harn 4,5 g Methylguanidin- 
chloraurat (= 336 mg/Liter). Neben dem Methylguanidin fand Koch in 
geringerer Menge symmetrisches und asymmetrisches Dimethylguanidin, 
Guanidin, Methyleyanamid, Cholin, Neurin und Histamin. Burns und 
Sharpe*%), die ebenso wie Koch das Verfahren von Engeland verwendeten, 
glaubten im Blut.und im Harn von parathyreopriven Hunden eine Steigerung 


1) F. Kutscher, Zeitschr. f. phys. Chem. Al, 457, 1907; F. Kutscher 
und A. Lohmann, ebendaselbst 48, 1, 422, 1906; 49, 81, 1906. 

2) W. Achelis, ebendaselbst 50, 10, 1906. 

3) A.J. Ewins, Biochem. Journ. 10, 103, 1916. 

4) M. Heyde, Zentralbl. f. Phys. 25, 441, 1911; 26, 401, 1912. 

8) Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 144, 1924. 

6) F. A. Hoppe-Seyler, ebendaselbst 153, 327, 1926. 

7) R. Allers, diese Zeitschr. 96, 106, 1919. 

8) R. Engeland, Zeitschr. f. phys. Chem. 57, 49, 1908. 

9% W. F. Koch, Journ. of biol. Chem. 12, 313, 1912; 15, 43, 1913; 
Journ. of labor. and clin. med. 1; zitiert nach Malys Jahresber. 46, 261, 1916. 

10) D. Burns und J.S. Sharpe, Quart. Journ. f. exper. Physiol. 10, 
345, 1916. 
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des Guanidingehalts gegenüber dem Blute und Harn normaler Tiere fest- 
gestellt zu haben. 

Alle diese Berichte über das Vorkommen von Methylguanidin müssen 
aber bezweifelt werden, seitdem Ewins!) festgestellt hat, daß das Kreatin 
bei Einwirkung von barytalkalischer Silberniiratlösung unter Abspaltung 
von Methylguanidin oxydiert wird (wie ja das Auftreten von Methyl- 
guanidin als Oxydationsprodukt des Kreatins eine altbekannte Tatsache 
ist). Das Verfahren von Kossel und Kutscher ist also zur Isolierung von 
Methylguanidin bei Gegenwart von Kreatin nicht geeignet. 

Ebensowenig eignet sich das Verfahren von Engeland. Baumann und 
Ingvaldsen?) sowie Greenwald?) haben gezeigt, daß Kreatin durch Merkuri- 
acetat zu Methylguanidinoglyoxylsáure oxydiert wird, welche sehr leicht 
in Methylguanidin und Oxalsäure zerfällt: 


NH: yNHa NP, 
C&NH > CENH > C=NH + COOH 
NN.CH,.COOH NN.C0.COOH NNH.CH, | 
COOH 
CH, CH, 


Da man also nach diesen Erfahrungen bes Verwendung von Silber- 
oder Quecksilbersalzen als Fällungsmittel das Vorhandensein von prä- 
formiertem Methylguanidin nicht beweisen kann, hat man andere Wege 
eingeschlagen. Findlay und Sharpe?) gaben ein neues Verfahren an. 
Ihre Arbeitsweise ist folgende: 

Der Harn wird mit 10% iger Gerbsäurelösung gefällt, das Filtrat 
nacheinander mit Baryt, Schwefelsäure, Bariumcarbonat behandelt, wobei 
nach jeder Fällung filtriert wird, das letzte Filtrat wird eingeengt und 
wiederholt mit absolutem Alkohol extrahiert, der Rückstand in wenig 
Wasser gelöst und mit gesáttigter Pikrinsäurelösung gefällt. Guanidin und 
Methylguanidin sollen auf diese Weise bis zu 90%, der vorhandenen Menge 
gefunden werden. 


Nach diesem Verfahren isolierten nun Findlay und Sharpe?) bei 
einem Falle von idiopathischer Tetanie Dimethylguanidin, und zwar 
in 916ccm (Tagesharn) 175 mg Dimethylguanidin (= 191,2 mg/Liter) 
und in 900 ccm (Tagesharn) 83 mg Dimethylguanidin (= 92,2 mg/Liter). 
Ferner fand Sharpe®) in normalen Fäzes durch Darstellung des Pikrats 
aus dem Kotdialysat 0,007 %, dagegen bei Tetanie 0,075% Dimethyl- 
guanidin. Nattras und Sharpe”) fanden in einem Falle von Kinder- 
tetanie als Tagesausscheidung im Urin 305 mg, in den Fázes 17 mg 
Guanidin. 


1) A. J. Ewins, Biochem. Journ. 10, 103, 1916. 
2) L. Baumann und Th. Ingvaldsen, Journ. of biol. Chem. 85, 277, 1918. 
3) J. Greenwald, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 1101, 1919. 
4) L. Findlay und J. S. Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1919/20; 
J. S. Sharpe, Biochem. Journ. 19, 168, 1925. 
8) Findlay-Sharpe, Quart. Journ. of Med. 13, 433, 1920. 
6) Sharpe, Biochem. Journ. 14, 1920. 
1) Nattras und Sharpe, British Med. Journ. 2, 238, 1921. 
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Vor kurzem hat auch Kühnau!) zwei Fälle von parathyreopriver 
Tetanie untersucht, und zwar sowohl nach dem Verfahren von Findlay 
und Sharpe, als auch nach dem Verfahren von Kuischer, Lochmann, 
Achelis. Das letztere Verfahren hat Kühnau so abgeändert, daß er den 
Harn zuerst mit Phosphorwolframsäure fällt und den Niederschlag 
weiterverarbeitet. Dadurch entfernt man das gesamte Kreatin und 
Kiihnau glaubt, daß bei der so abgeänderten Methodik die Einwände 
Ewins (1.c.) nicht in Betracht kommen. Die Pho:phorwolframsäure 
fällt zwar kein Kreatin, aber das ganze Kreatinin. In wässeriger Lösung 
findet jedoch, wie bekannt, eine partielle Umwandlung des Kreatinins 
zu Kreatin statt, bis zur Erreichung des Gleichgewichtszustands. Das 
so neu entstandene Kreatin wird bei der späteren Behandlung mit 
Silber- Baryt selbstverstándlich zu Methylguanidin oxydiert. Kühnau 
isolierte Methylguanidin und Dimethylguanidin in Mengen von 50,6 
bis 183,9 mg/Liter (= Summe Methylguanidin + Dimethylguanidin). 


Das von Findlay und Sharpe angegebene Verfahren erschien uns 
aber durchaus nicht einwandfrei. Ich versuchte zunächst festzustellen, 
ob eine Trennung von Methylguanidin und Kreatinin nach den Angaben 
der beiden Autoren möglich wäre. 


2. Versuche zur Trennung von Methylguanidin und Kreatinin 
mit Hilfe von Pikrinsáure. 


Versuch 1. In 10cem Wasser wurden 50 mg Kreatinin und 50 mg 
Methylguanidinhydrochlorid gelöst. Dazu wurden 10 ccm 1,2°, ige Pikrin- 
säurelösung gefugt?). 


Nach dem Zufügen der Pikrinsäure fiel sofort ein Niederschlag aus, 
der fast nur aus Methylguanidinpikrat bestand, aber schon nach kurzer 
Zeit erschienen die charakteristischen Nadelbüschel des Kreatininpikrats. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert und die Mutterlauge auf 10 ccm ein- 
geengt, wobei ein Gernenge von Kreatinin- und Methylguanidinpikrat 
ausfiel. Das Methylguanidin war also nicht vollständig schon im ersten 
Niederschlag ausgefallen. 


Versuch 2. Zu einem Gemenge von Beem 19% iger Kreatininlósung 
plus 2 cem 19% iger Methylguanidinlösung wurden 4 cem gesättigte Pikrin- 
sáurelósung zugesetzt, wobei beide Pikrate ausfielen. Selbst wenn mehr 
Methylguanidin als Kreatinin vorhanden ist, z. B. 2ccm 1°%ige Kreatinin- 
lösung plus 5cem 1°,ige Methylguanidinlósung, fallen beide Pikrate aus. 


1) J. Kühnau, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 76, 1925; Frank 
und J. Kühnau, Klin. Wochenschr. 4, 1170. 

2) Die Menge von 0,12g Pikrinsäure genügt, um das Methylguanidin 
zu fällen, ist aber zu gering, um sowohl das Kreatinin als auch das Methyl- 
guanidin vollständig zu fällen. Sharpe und Findlay fällen immer auf diese 
Art. Sie verwenden nur ungefähr ein Fünftel der Pikrinsáuremenge, welche 

m vorhandenen Kreatinin entsprechen würde. 
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Versuch 3. 200 mg Methylguanidinpikrat plus 150 mg Kreatininpikrat 
(beide fein gepulvert) wurden in Wasser suspendiert und geschüttelt und 
nach und nach mehr Wasser zugefügt, um, wenn möglich, das Kreatinin- 
pikrat zu lösen. Eine solche fraktionierte Lösung erfolgte nicht, vielmehr 
waren gleichzeitig immer ungefähr gleiche Mengen der Pikrate vorhanden. 
Bei weiterem Zusatz von Wasser lösten sich schließlich beide Pikrate gleich- 
mäßig auf. Die so erhaltene, annähernd gesättigte Lösung wurde am 
Wasserbad ein wenig eingeengt. Beim Erkalten der warmen Lösung be- 
gannen gleichzeitig beide Pikrate zu kristallisieren. 


Diese Versuche zeigen, daß eine Trennung des Methylguanidins 
von Kreatinin mit Hilfe der Pikrinsäure unmöglich ist. Guanidin und 
Dimethylguanidin wurden nicht untersucht. 


G. Medes!) hat in einer vor kurzem erschienenen Arbeit, welche 
meine Versuche bestätigt, auch diese Verbindungen untersucht. Medes 
hat die Löslichkeit der Pikrate von Kreatinin, Guanidin, Methyl- und 
Dimethylguanidin und von Ammoniumpikrat bestimmt (s. Tabelle). 


Löslichkeit der Pikrate. 


| Bei 10° | Bei 20° 
Kreatininpikrat . . . 2. 2 22.2.0. | 130): | 184 
Guanidinpikrat `... | o 64 
Methylguanidinpikrat . . . 2... - 132? mg LOD eem 178 mg'100 cem 
Dimethylguanidinpikrat . . .. .. | y 162 
Ammoniumpikrat . . . 2 220. | 697 1020 


Dabei ergab sich, daß die Pikrate von Methylguanidin, Dimethyl- 
guanidin und Kreatinin fast dieselbe Löslichkeit haben, so daß eine 
Trennung derselben durch Fällung mit Pikrinsäure ausgeschlossen er- 
scheint. Die Löslichkeit des Guanidinpikrats ist zwar geringer als die 
des Kreatininpikrats, aber schon wenn die Menge des Guanidinpikrats 
weniger als ein Drittel der Menge des Kreatininpikrats beträgt, ist eine 
Trennung nicht mehr möglich. 


Noch unsicherer erscheinen die Ergebnisse des Verfahrens von 
Findlay und Sharpe, wenn man die ungenügende Reinheit der erhaltenen 
Pikrate und ihre mangelhafte Identifizierung betrachtet. In der 
Tabelle A sind die Analysenzahlen der reinen Pikrate zusammengestellt. 
In der nächsten Tabelle B die Zahlen, welche Findlay, Nattras, 
Sharpe und Kihnau von ihren aus den Tetanieharnen isolierten Pikralen 
angeben. 


1) @. Medes, Proc. of the Soc. for exp. Biol. and Med. 23, 237, 1925; 
siehe auch J. Greenwald, Biochem. Journ. 20, 665, 1926. 
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Tabelle A. 


Pikrin» | Basen 
säure stickstoff 


PR A A E ER a Die dl 
api EEN ' 212—213 | 24,57 342 67,0 12,3 
Methylguanidinpikrat . . | 201 27,9 302 75,8 13,9 
aa -Dimethylguanidinpikrat ; 225 26,5 316 72,5 13,3 
Guanidinpikrat . . . . . | 818—323 | 29,17 

Tabelle B. 
o A E BR Stickstoff bh Molekular» 
_% Be. 
1. Pikrat aus Tetanieham!!) . . . . 28,7 
Du, E 5 E e ua a 227 29,4 
- o > br aai 226 24,0 
d e Lë S e ee 222—232 27,28 298 
5 a a o E 218—224 27,58 310 


Man sieht, daß die Übereinstimmung zwischen den Werten beider 
Tabellen nicht genügt, um eine eindeutige Identifizierung der ge- 
fundenen Pikrate zu ermöglichen. 

Die angegebenen Stickstoffwerte (Pikrate 1, 2, 3) differieren von 
den berechneten um + 2,2, + 2,9, — 2,5%. Das Pikrat 3 hat fast den 
gleichen Stickstoffgehalt wie Kreatininpikrat, nämlich 24,0 gegen 24,57 %. 
Kühnau (l. c.) selbst schreibt, daß die dargestellten Pikrate nicht die 
gewünschte Reinheit haben, weil die Urinfarbstoffe und Amine mit- 
gefällt werden. Erst nach mehrfachem Umkristallisieren aus Alkohol 
und Eisessig resultiert ein einigermaßen reines Produkt. Ferner enthält 
nur der in den ersten Stunden fallende Niederschlag Guanidin, während 
später Pikrinsäure oder Kreatininpikrat ausfallen. 


3. Eigene Versuche nach dem Verfahren von Findlay und Sharpe. 


Um uns über die Leistungsfähigkeit des Verfahrens von Findlay 
und Sharpe zu unterrichten, haben wir folgende Versuche ausgeführt. 


Versuch 1. 1 Liter normalen Harns wurde nach Sharpe und Findlay 
behandelt. Mit Pikrinsäure fiel eine geringe Menge schwarzbrauner amorpher 
Flocken aus. Dieselben wurden filtriert, mit verdünnter Salzsäure zerlegt 
und im Lindschen Extraktionsapparat ausgeäthert. Die von Pikrinsäure 
freie Lösung gab mit Phosphorwolframsäure keine Fällung, die Reaktion 
nach Sakaguchi*) war negativ. 


1) Findlay-Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1920. 

2) Nattras-Sharpe, British Med. Journ. 2, 238, 1921. 

3) J.Kühnau, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 76, 1925. 

4) Diese Reaktion ist charakteristisch für Methylguanidin. Näheres 
über die Reaktion siehe unten S. 297. 


19 * 
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Versuch2. 1 Liter normalen Harns wurde mit 150 mg Methyl- 
guanidinhydrochlorid versetzt und ebenso behandelt. Pikrinsäure gab zu- 
nächst keinen Niederschlag. Beim weiteren Einengen auf die Hälfte fielen 
gelbe Nadeln aus. Beim Glühen derselben blieb Asche zurück (Kalium). 
Der Rest der Kristalle wurde mit verdünnter Salzsäure zerlegt und die Pikrin- 
säure ausgeäthert. In der salzsauren Lösung waren die Reaktionen von 
Jaffe und Weyl positiv. Die Substanz scheint also Kreatininkaliumpikrat 
gewesen zu sein. Nach längerem Stehen fielen aus der Mutterlauge lange 
gelbliche Nadeln, Schmelzpunkt 228% Die Kristalle wurden gelöst, die 
Lösung gab mit Xanthydrollösung einen weißen Niederschlag, die Reaktion 
nach Schiff mit Furfurol und Salzsäure war positiv. Mit Bromlauge ent- 
wickelte die Lösung Stickstoff. Die Reaktion nach Jaffe war positiv. Die 
Substanz bestand also aus Harnstoff, verunreinigt mit Kreatinin. 


Zu ähnlichen Ergebnissen ist kürzlich F. D White!) gekommen. 
Er untersuchte vier Proben normalen Harns. Dabei konnten kein 
Guanidin, wohl aber beträchtliche Mengen von Kreatininkaliumpikrat 
isoliert werden. 


Wenn man auch nach Sharpe und Findlay beträchtlich mehr 
Guanidin aus Tetanieharnen erhalten soll als aus normalem Harn, so 
muß man berücksichtigen, daB Greenwald?) nach Parathyreoidektomie 
vermehrte Ausscheidung von Kreatin und Cooke3) bei Tetanie erhöhte 
Kreatininausscheidung festgestellt haben. Es ist also sehr leicht 
möglich, daß die nach Sharpe und Findlay erhaltenen Pikrate zum 
Teil aus Kreatinin bzw. Kreatinpikrat bestanden haben. 


4. Versuche von Greenwald. 


J.Greenwald, der das Verfahren von Sharpe und Findlay entschieden 
ablehnt, hat nun selber ein einwandfreies Verfahren zur Bestimmung der 
Guanidine angegeben®). Er entfernt den Harnstoff mit Urease, darauf 
wird der Harn mit Bleiacetat, Ammoniak und Schwefelwasserstoff be- 
handelt, das Filtrat eingeengt, mit Salzsäure hydrolysiert, dann wiederholt 
mit Alkohol extrahiert. Das Kreatinin wird mit Zinkchlorid gefällt, das 
Zink mit Schwefelwasserstoff entfernt, das Filtrat eingeengt und in Alkohol 
aufgenommen, bis alles in absolutem Alkohol löslich ist. Der Äthylalkohol 
wird dann durch Isopropylalkohol ersetzt. Das Filtrat mit Wasser ver- 
dünnt und eingeengt und zum Schluß mit Natriumpikrat gefällt. Nach 
diesem Verfahren erhielt Greenwald aus normalem Urin keine unlöslichen 
Pikrate. Werden jedoch Guanidine zugefügt, in solcher Menge, daß der 
Guanidinstickstoff mehr als 0,5% des Gesamtstickstoffs beträgt, so werden 
die Guanidine als Pikrate wiedergewonnen. Die Ausbeuten waren wechselnd, 
von etwa 50 bis 87,52% der theoretischen Menge. Der größte Fortschritt 
gegenüber Findlay und Sharpe besteht aber in der eindeutigen Identifizierung 
der Pikrate. Greenwald bestimmt den Schmelzpunkt, dann den Pikrinsäure- 


1) F. D. White, Journ. of biol. Chem. “1, 418, 1927. 

) J.Greenwald, Amer. Journ. of Physiol. 28, 103, 1911. 
8) Cooke, Journ. of exper. Med. 1911, S. 13. 

4) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 59, 329, 1924. 


LG) 
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gehalt durch Fällung mit Nitron, ferner den Stickstoffgehalt der Guanidin- 
base: nach der Fällung mit Nitron wird die von Pikrinsäure freie Lösung 
mit Natronlauge dreimal destilliert und die übergehenden Amine und das 
Ammoniak in Standardsäure aufgefangen und titriert. Die so erhaltenen 
Analysenzahlen stimmen mit der erforderlichen Genauigkeit mit den 
theoretischen Werten überein. 


Greenwald untersuchte nach diesem Verfahren 17 Harne von Hunden, 
nach vollständiger Thyreoidektomie. Zu sechs Harnproben fügte er Guanidin, 
Methyl- und Dimethylguanidin. In allen sechs Fällen wurden die ent- 
sprechenden Pikrate isoliert, die anderen Harnproben gaben keine Pikrate. 


In einer späteren Arbeit!) hat Greenwald parathyreoprive Hunde nach 
Auftreten der Tetanie entblutet. Das gesamte Blut wurde mit Alkohol 
extrahiert und dann der Alkohol im Vakuum bei 37° abdestilliert. Die so 
erhaltenen Extrakte, welche eventuell vorhandenes Guanidin vollständig 
enthalten müßten, wurden kleinen Hunden injiziert, denen am Tage vorher 
die Schild- und Nebenschilddrüsen entfernt worden waren. Die Hunde 
zeigten gar keine Symptome. Erst nach 1 bis 4 Tagen trat die Tetanie infolge 
der Parathyreoidektomie ein. 


Gegen die Kritik Greenwalds verteidigte Sharpe sein Verfahren in 
einer neuen Arbeit?). Er zeigt, daß man gleiche Mengen Guanidin und 
Kreatinin mit Pikrinsäure trennen kann. Das ist sicher möglich. Ist 
aber ein Überschuß von Kreatinin vorhanden, so ist, wie Medes (a. a. O.) 
gezeigt hat, die Trennung nicht durchzuführen, und ebenso unmöglich 
ist die Trennung des Methyl- und Dimethylguanidins von Kreatinin 
(s. Medes und meine Versuche). 


5. Die Bestimmung der Guanidine als Pikrolonate. 


Nachdem wir uns von der Mangelhaftigkeit aller bisherigen Ver- 
fahren, mit Ausnahme des allerdings sehr langwierigen Greenwaldschen, 
überzeugt hatten, begannen wir mit Versuchen, um ein neues Verfahren 
auszuarbeiten. Dabei mußten folgende Bedingungen erfüllt werden: 
1. Es dürfen weder Silber- noch Quecksilbersalze verwendet werden. 
2. Das Kreatinin muß sicher von den Guanidinen getrennt werden. 
3. Sollen noch geringe Mengen der Guanidine nachweisbar sein. 4. Muß 
eine sichere Identifizierung der Guanidine möglich sein. Die Haupt- 
schwierigkeit bei der Bestimmung der Guanidine ist die exakte Trennung 
vom Kreatinin. Wir haben gefunden, daß die Trennung am besten 
bei Verwendung der Pikrolonsäure gelingt. Die Guanidinpikrolonate 
sind so schwer löslich, daß eine */, ¿%ige Methylguanidin- und Guanidin- 
lösung von Natriumpikrolonat sofort gefällt wird. Eine !/, oo %ige 
Methylguanidinlösung trübt sich nach einiger Zeit und gibt erst nach 
längerem Stehen einen Niederschlag. Kreatinin hingegen wird selbst 


1) J.Greenwald, Journ. of biol. Chem. 61, 33, 1924. 
2) Sharpe, Biochem. Journ. 19, 168, 1925. 
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in 1%iger Lösung nicht gefällt. Sogar eine gesättigte alkoholische 
Kreatininlösung wird durch Pikrolonsäure nicht gefällt. Diese Trennung 
ist viel sicherer als die Fällung des Kreatinins mit Hilfe von Zink- 
chlorid, denn das Zinkchlorid fällt dasselbe nie vollständig. Wir be- 
stimmten in eigenen Versuchen die Kreatininmenge, welche nach 
Fällung mit Zinkchlorid im Filtrat noch vorhanden ist, nach der kolori- 
metrischen Methode von Folin. In einigen Fällen betrug dieselbe bis 
ein Fünftel des vorhandenen Kreatinins. 


Nach zahlreichen Versuchen sind wir zu folgendem Vorgang gelangt. 
der die oben genannten Bedingungen erfüllen dürfte: 


Der unter Toluol aufgefangene Harn wird mit Magnesiumoxyd 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und am Wasserbad bis 
zur Sirupkonsistenz eingeengt*). Man fügt reinen Kieselgur hinzu, 
erhitzt weiter am Wasserbad, bis man ein ziemlich trockenes Pulver 
erhält. Man zerreibt es mit einem Pistill und erhitzt weiter. bis es 
vollständig trocken und praktisch wasserfrei ist. Dieses fein zerriebene 
Pulver füllt man in eine Extraktionshülse, welche in einen Soxleth- 
apparat übertragen wird. Die Pulverreste in der Schale spült man mit 
heißem Alkohol vollständig in die Hülse. Man extrahiert nun im Soxleth- 
apparat mit 96 %,igem Alkohol so lange, bis dieser vollständig farblos 
abfließt und dann noch einige Stunden (Gesamtdauer mindestens 
5 Stunden). Der alkoholische Extrakt wird abgekühlt und einige 
Stunden zur Kristallisation beiseite gestellt. Dann dekantiert man 
die klare Lösung in eine Abdampfschale, wäscht den Kolben samt 
Inhalt mit Alkohol wiederholt nach und filtriert den Waschalkohol 
ebenfalls in die Abdampfschale. Der Alkohol wird nun am elektrischen 
Wasserbad vollständig verdampft. Der zurückbleibende Sirup. der 
beim Erkalten erstarrt, wird nun in Wasser gelöst. Dabei füllt man 
auf das gleiche Volumen auf, welches der Harn ursprünglich einnahm. 
Die wässerige Lösung wird mit Schwefelsäure stark angesäuert und mit 
einer 10 “%igen Phosphorwolframsäurelösung vorsichtig so lange versetzt, 
bis ein Niederschlag ausfällt. Man rührt gut um und läßt absitzen. 
Von der überstehenden klaren Flüssigkeit pipettiert man einige Kubik- 
zentimeter in ein Probeglas und fügt einige Tropfen Phosphorwolfram- 
säure hinzu. Entsteht sofort oder nach einigen Minuten ein Nieder- 
schlag, so ist die Fällung noch nicht vollendet. Man fügt noch etwa 
10 ccm Phosphorwolframsäurelösung hinzu und wiederholt nach dem 
Absitzen die Probe. Auf diese Weise führt man die Fällung zu Ende, 


1) Methylguanidin wird von Magnesiumoxyd bei 100° nicht zerlegt. 
Destilliert man eine Methylguanidinlösung bei Gegenwart von Magnesium- 
oxyd bis zur Trockne ein, so gehen nicht die geringsten Spuren von Ammoniak 
oder Methylamin über. 
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ohne einen großen Überschuß von Phosphorwolframsäure zu verwenden. 
Diese Vorsicht ist notwendig, da in einem genügend großen Überschuß 
von Phosphorwolframsäure das Methylguanidinphosphorwolframat voll- 
ständig löslich ist. Man läßt nun 24 Stunden in der Kälte, am besten 
im Eisschrank stehen. Dann wird der Niederschlag abgenutscht, mit 
5°, iger Schwefelsäure gewaschen, vom Filter entfernt und in ein 
Pulverglas gebracht. Das Filter wird mit Acetonwasser nachgespült 
und der ganze Niederschlag in genügend Acetonwasser (vier Teile 
Aceton, drei Teile Wasser) suspendiert und das Glas samt Inhalt 
30 Minuten im Schüttelapparat geschüttelt. Die so erhaltene Sus- 
pension wird nun zentrifugiert. Dann wird die klare Flüssigkeit vom 
Zentrifugat abgegossen und mit Barytwasser in geringem Überschuß 
versetzt. Der Niederschlag von Bariumphosphorwolframat wird ab- 
genutscht und das Filtrat vorsichtig mit verdünnter Schwefelsäure 
so lange versetzt, bis die Flüssigkeit gegen Lackmus neutral reagiert. 
Nach einigem Stehen nutscht man ab. Die Nutsche wird mit einem 
Barytfilter belegt, darauf kommt eine dünne Schicht Kieselgur. Auf 
diese Weise erhält man ein vollständig klares Filtrat. Dieses wird nun 
stark eingeengt. Die Reaktion sei dabei neutral oder ganz schwach 
sauer. Dann filtriert man und füllt mit Wasser auf ein Zehntel des 
ursprünglichen Harnvolumens auf. (Bei Verwendung von einem Liter 
Harn, also auf 100 ccm.) Man fällt nun mit einer Lösung von Natrium- 
pikrolonat!). Man fügt so viel von dem Fällungsmittel zu, bis eine 
Probe der überstehenden Flüssigkeit nach Zusatz desselben nach 
längerem Stehen keinen Niederschlag mehr gibt. Nach 24 Stunden 
wird der Niederschlag auf einem Jenaer Glasgoochtiegel gesammelt 
und mit wenig Wasser gewaschen, in ein kleines Becherglas gespült 
und in siedendem, 50%, igem Alkohol gelöst. Man kocht so lange, bis 
der Alkohol verdampft: ist und läßt einige Stunden in der Kälte kristalli- 
sieren. Den so gereinigten Niederschlag bringt man auf einen gewogenen 
Jenaer Glasgooch, saugt ab und trocknet bei 100°. 


1) Darstellung des Fállungsmittels. Die Pikrolonsáure, welche wir ver- 
wendeten (ein Mercksches Präparat), hatte nicht die in der Literatur an- 
gegebene Löslichkeit, sondern war bedeutend schwerer löslich. Um nicht 
mit zu verdünnten Lösungen zu arbeiten, führten wir dieselbe in das leichter 
lösliche Natriumsalz über. 5g Pikrolonsäure werden in 700 ccm Wasser 
suspendiert und am Wasserbad erhitzt. Dazu fügt man 6,58 ccm 109%, ige 
Natronlauge, worauf fast vollständige Lösung eintritt. Dann nimmt man 
die Lösung vom Wasserbad und läßt über Nacht kalt stehen. Am nächsten 
Tage filtriert man. Bei neutraler oder schwach saurer Reaktion bleibt die 
Lösung vollständig klar, aber bei alkalischer Reaktion trübt sie sich, und es 
fällt ein voluminöser Niederschlag von Natriumpikrolonat aus. Deshalb 
muß die Fällung der Guanidine immer bei schwach saurer Reaktion vor- 
genommen werden. 
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Identifizierung der Pikrolonate. 


1. Schmelzpunkt. Außer dem Schmelzpunkt des gereinigten 
Pikrolonats wurde fast immer auch der Schmelzpunkt vor dem Um- 
kristallisieren bestimmt. In den meisten Fällen fielen die Pikrolonate 
so rein aus, daß der Schmelzpunkt konstant blieb. 


2. Zerlegung der Pikrolonate und Bestimmung des Pikrolonsäure- 
gehalts. Die gewogenen Pikrolonate wurden durch Kochen mit 5% ¡ger 
Schwefelsäure zerlegt, wobei sich alles klar löst. Beim Abkühlen fällt 
der größte Teil der Pikrolonsäure aus. Die Flüssigkeit wird samt der 
Pikrolonsäure in einen Lindschen Extraktionsapparat gespült und mit 
Äther so lange extrahiert, bis sich die gesamte Pikrolonsäure im Äther- 
kölbchen befindet und die Flüssigkeit farblos erscheint. Dann wird 
der Äther vorsichtig abdestilliert und der Kolben samt Inhalt einige 
Stunden im Vakuumexsikkator über Chlorcalcium getrocknet und 
gewogen. Davon subtrahieıt man das Leergewicht des Kolbens und 
erhält so den Gehalt an Pikrolonsäure. 

3. Untersuchung auf Kreatinin, Guanidin und Methylguanidin. 
Die pikrolonsáurefreie, schwefelsaure Lösung der Guanidine wird 
eingeengt und in einen Meßkolben gefüllt. Mit aliquoten Teilen der 
Flüssigkeit werden folgende Reaktionen ausgeführt: 


a) Die Weylsche Reaktion zeigt die Anwesenheit des Kreatinins. 
Diese Reaktion war immer negativ. 


b) Die Nitroprussidreaktion auf Guanidin (Beschreibung s. S. 296) 
Diese Reaktion ist positiv bei Gegenwart von Guanidin und Methyl- 
guanidin. 

c) Die Reaktion von Sakaguchi (s. S.297). Diese Reaktion ist 
positiv bei Gegenwart von Methyl- und Dimethylguanidin, aber negativ 
bei Gegenwart von Guanidin. 

4. Bestimmung des Stickstoffs der Guanidinbasen: 

a) Ein aliquoter Teil der sub 3 erhaltenen Lösung wird kjeldahlisiert 
und so der Gesamtstickstoff bestimmt. 

b) Ein aliquoter Teil wird mit 10 %iger Natronlauge versetzt und 
destilliert, wobei man auf ein kleines Volumen einengt. Das Destillat 
wird in n/10 Schwefelsäure aufgefangen und zuricktitriert. Man 
wiederholt die Destillation unter Zusatz von Wasser ein zweites und, 
wenn nötig, ein drittes Mal. Guanidin, Methyl- und Dimethylguanidin 
geben so ihren ganzen Stickstoff als Ammoniak, Methyl- und Dimethyl- 
amin ab. Der so erhaltene Stickstoffwert muß mit dem nach Kjeldahl 
bestimmten identisch sein. 

5. Nachweis des Methyl- und des Dimethylamins. Das aus dem 
Methylguanidin bei der Destillation mit Lauge abgespaltene Methyl- 
amin (bzw. Dimethylamin aus Dimethylguanidin) wurde mit Hilfe 
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der Reaktion von Tsalapatanı!) nachgewiesen. Die bei der Destillation 
mit Lauge (nach 4b) erhaltenen Destillate werden nach dem Titrieren 
alkalisch gemacht und wieder destilliert. Das Destillat wird in wenig 
verdünnter Salzsäure aufgefangen, neutralisiert und am Wasserbad 
vollständig eingedampft. Der Rückstand wird in 96 %igem Alkohol 
gelöst und mit einigen Milligrammen Tetrachlorchinon (Chloranil 
Merck) versetzt und auf 70 bis 75° erhitzt. Bei Gegenwart von Mono- 
oder Dimethylamin tritt Violettfärbung ein. Ammoniak gibt diese 
Reaktion nicht. 


6. Untersuchung normaler Harne und Zusatzversuche. 


Von acht normalen Harnen gaben sechs keine Pikrolonate, in 
zwei Fällen traten wenige Milligramme eines gelben Niederschlags auf, 
der filtriert und getrocknet wurde. Die Substanz wurde im Schmelz- 
punktapparat bis über 300° erhitzt, ohne zu schmelzen. Verbrennt man 
sie am Porzellanspatel, so bleibt etwas weiße Asche zurück (Natrium 
und Spuren Calcium). Es scheint sich also um Spuren eines anorgani- 
schen Pikrolonats zu handeln, welche man wohl vernachlässigen kann. 

Zu elf Harnproben setzten wir wechselnde Mengen (60 bis 
600 mg/Liter) Guanidin bzw. Methylguanidin zu. Die Ausbeuten an 
reinem Pikrolonat waren schwankend von 52 bis 90%. Die Versuche 
sind in Tabelle I zusammengestellt. In Tabelle II findet man die 
Analysenzahlen von reinem Guanidin- und Methylguanidinpikrolonat. 


Tabelle I. Zusatzversuche. 


| Analyse der Pikrolonate 


i 
GC 


e Ba En Bel 3 lavo E 
Ke vo Oo “Y 2 pa , "e c D e E BER 
Zugesetzte | 5 PE 3 133/38 EP HE KR >23 325258 SE 
I: (53 15 TE 32| En (BS és [28,893 0288 ss 
Substanz | E FÉ S ` SE 233 = 2% EE Ge E Pi- Go en 
EO z| T piel paíse 39 2385.88 e 
| | xina en 5 9 in "ze Gr 
l e a. œx po? [es 
"~ g | Mm [°C °C| a | | d 
== ` Zea = == AN me | = De: 
100mg} | 250 0.4714 80.90 270 270:81.16 — ! +| + 
300 „ Le 500 1,2030 75.95 261 269/80.24 — | + | + ¡10.44 
600 „ [E 1000 2.4253 78.841269 270 81.07 — | + | + [10.86] 10.56 
50 „ 13) 250 0.1690 65.51 270 2708128 —| + | + '10,74 10,67 | + 
15 „ (>, 250.0.0405 52.33 268 270 81,70 — | + | + 111.08 
25 „ [E 250 0.0699 54.19 265,268 81.15 — | + | + !10.83 
100 „ IS 250 0.2958 57.33 270 270 80.52 — | + | + |10.69| 10.64 | + 
100.) | 250 0.3091 59,90, 260 268 | 81.03 — | + | + |10,50| 10,73 | + 
100 „ a 250 0.3910 63.60 270 270 8427! — | + | — 11127 
100 „ pa 250 0.5551 90.29 262 268 oun — | + | — '11.01| 11.29 | — 
100 „ JE | 250 0,4803 78,14, 267 271, 8433, — | + | — 11,18 11,09 | — 
| i 


Det aegër 


1) L. Tsalapatani, Bull. de la soc. de Steinte din. Bucaresci 16, 67, 
1907; siehe auch M. Guggenheim, Die biogenen Amine, S. 52. Berlin 1924. 
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Tabelle II. 
Analysenzahlen von reinem Methylguanidin- und Guanidinpikrolonat. 
e Br: et 
o hu Y | E p = 
5 A IB Sac äm Sa 
= | 38 | Se | >S Imbel SZL | se 
| E ( 8 ao | = a. "a — D Ka 
E FE- SE: BE | 25 Au Si | JE 
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SÉ KS ¿ | | 
Methylguanidinpikrolonat | 270 |80,62| — | + ı + ¡11 14 | 11,14 + 
Guanidinpikrolonat . 1272 183,73) — | + 1 — 11,58! 11,58 | — 


b) Farbenreaktionen und kolorimetrische Bestimmung. 


Bei der Suche nach charakteristischen Farbenreaktionen des 
Guanidins, Methyl- und Dimethylguanidins haben wir besonders die 
schon bekannten Farbenreaktionen anderer Guanidinverbindungen 
untersucht, und zwar folgende: 1. Die Weylsche Reaktion, 2. die Reaktion 
von Sakaguchi, 3. die Jaffesche Reaktion, 4. die Diacet Es 5. die 
Reaktion mit B-Naphtochinon nach Poller. 


l. Der qualitative Nachweis der Guanidine mit Hilfe der 
Nitroprussidreaktion. 


Führt man die bekannte Weylsche Reaktion statt mit Kreatinin 
mit Guanidin oder Methylguanidin aus, so scheint es zunächst, als ob 
diese Verbindungen die Reaktion nicht geben würden, denn die intensive 
Rotfärbung, welche für Kreatinin charakteristisch ist, tritt nicht auf. 
Nach kurzem Stehen jedoch wird die Flüssigkeit braunrot, welche 
Färbung nach längerer Zeit immer dunkler wird und tagelang bestehen 
bleibt. Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu dem des Kreatinins, 
wobei die maximale Intensität fast sofort erreicht wird, und die Färbung 
nach kurzer Zeit ausblaßt und in Strohgelb übergeht. Auf diese Art 
kann man Guanidin und Methylguanidin neben Kreatinin nachweisen. 
Man stellt die Weylsche Reaktion wie gewöhnlich an, wobei sofort die 
intensive Rötung des Kreatinins auftritt; nach kurzer Zeit verblaßt 
dann die Färbung und die schwächere Farbe des Guanidins bleibt 
zurück, welche nun im Laufe mehrerer Stunden immer dunkler wird. 
Ebenso wie bei der Weylschen Reaktion wird beim Ansäuern mit 
Essigsäure die Farbe zerstört. Erhitzt man jetzt zum Sieden, so tritt 
ebenfalls Berlinerblau auf. 

Ein wichtiger Unterschied gegenüber dem Kreatinin besteht darin, 
daß beim Guanidin und Methylguanidin die Reaktion nicht eintritt, 
wenn man sie unter Abschluß des Luftsauerstoffs, also z. B. unter einer 
Schicht von Paraffinöl anstellt. Die Rotfärbung bleibt dabei aus, 
tritt jedoch sofort ein, wenn man einige Tropfen Wasserstoffsuperoxyd 
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zufügt, oder längere Zeit Luft durchleitet. Für die Weylsche Reaktion 
ist der Luftsauerstoff nicht notwendig. denn mit Kreatinin tritt die 
Rotfärbung auch unter Paraffinöl sofort ein. 

Eine */100%.ige Lösung von Methylguanidin gibt die Reaktion. 
Dagegen gibt eine !/ aen .ige Lösung keine Rotfärbung mehr. Diese 
Empfindlichkeit gestattet eine Menge von 10 mg Methylguanidin in 
100 ccm Harn leicht nachzuweisen. Arginin gibt die Reaktion ebenfalls, 
der Harn muß daher bei Anstellung der Reaktion eiweißfrei sein. 


Da zur Reaktion Sauerstoff notwendig ist, haben wir versucht, 
sie durch Zusatz von Wasserstoffsuperoxvd zu beschleunigen. Nach 
Zufügung einiger Tropfen Perhydrol tritt die maximale Färbung tat- 
sächlich nach kurzer Zeit ein und bleibt dann länger als 24 Stunden 
konstant. Führt man aber die Reaktion auf diese Art aus, so verliert 
sie vollständig ihre Spezifität. Neben den Guanidinverbindungen 
geben auch Harnstoff, Harnsäure, ja sogar Kohlenhydrate die Reaktion. 
Wir führten die Reaktion also immer wie oben angegeben (ohne Zusatz 
von Perhydrol) aus. 


Vor kurzem erschienen einige Arbeiten!), in denen die Nitro- 
prussidreaktion zur kolorimetrischen Bestimmung der Guanidine 
verwendet wird. Die Originalarbeiten waren nicht zu erhalten, weshalb 
ich Versuche nach diesen Verfahren nicht anstellen konnte. 


2. Die kolorimetrische Bestimmung von Methylguanidin und 
Dimethylguanidin mit Hilfe der Reaktion von Sakaguchi. 


Sakagucht hat vor kurzem eine neue Farbenreaktion der Proteine 
mitgeteilt?), welche darauf beruht, daß Eiweiß in alkalischer Lösung 
mit a-Naphtol und Hypochlorit eine intensive rote Farbe gibt. Er 
untersuchte auch, welche Aminosäure für die neue Eiweißreaktion 
verantwortlich ist. Dabei hat sich herausgestellt, daß Arginin, Glyko- 
cyamin, a-Guanidinbuttersäure die Reaktion geben. Dagegen ist die 
Reaktion negativ bei Guanidin, Nitroguanidin, Glykocyamidin, Kreatin, 
Kreatinin, Hydantoinsäure Thiohydantoinsäure, Nitroarginin und 
Biuret. Es schien also, daß die Farbenreaktion nur dann auftritt, wenn 
sich im Molekül der betreffenden Guanidinverbindung die Atomgruppe 


NH, 
C=NH 
"NH Fettsäure 


befindet. 


1) O. W. Tiegs, Austral. Journ. of exper. biol. and med. Science 1, 
93, 1924; Hedley. Marston, ebendaselbst 1, 99, 1924; Pfiffner, Proc. of the 
Soc. for exper. Biol. and Med. 23, 800, 1926. 

2) S. Sakayuchi, Journ. of Biochem. 5, 25, 133, 1925. 
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Bei unseren Versuchen ergab sich jedoch, daß auch Methylguanidin 
die Reaktion gibt. Ebenso gibt Dimethylguanidin die Reaktion. Da 
die Reaktion sehr empfindlich ist — Arginin und Methylguanidin geben 
noch in einer Verdünnung von 1: 1000000 eine sehr schwache, aber 
deutliche Rosafärbung —, haben wir die Reaktion genau untersucht 
und uns bemüht, sie zu einer quantitativen, kolorimetrischen Methode 
auszuarbeiten. Wir hatten dabei große Schwierigkeiten zu überwinden. 
Die Reaktion wird schon von geringen Überschüssen des Hypochlorits 
und des Naphtols gestört. Verwendet man zuviel Naphtol, so tritt 
eine gelbe bis braunrote Nebenfarbe ein, welche leicht einen höheren 
Methylguanidingehalt vortäuschen kann. Bei Gegenwart von größeren 
Mengen Hypochlorit tritt zwar die Reaktion sehr schnell ein, aber 
der gebildete Farbstoff wird sehr rasch wieder zerstört. 


Trotz zahlreicher Versuche ist es uns nicht gelungen, durch 
Variation der Versuchsbedingungen (Konzentration des Methyl- 
guanidins, der Lauge, des Natriumhypochlorits, des Naphtols usw.) 
eine Proportionalität zwischen der vorhandenen Guanidinmenge und 
der Farbintensität festzustellen*). Um aber doch zu einer brauchbaren 
Bestimmung der Guanidine zu gelangen, stellen wir die Reaktion so an, 
‘daß wir die Menge der Reagenzien konstant halten, aber die Konzentra- 
tion des Methylguanidins variieren. Verschiedene Methylguanidin- 
mengen geben auf diese Art verschiedene Intensitäten. Ein und dieselbe 
Menge Methylguanidin gibt jedoch immer ein und dieselbe Färbung. 
Hält man nun auch die Intensität konstant, indem man durch Variation 
der Methylguanidinmenge eine der Färbung der Standardlösung gleiche 
Färbung erzeugt, so kann man aus der erforderlichen Verdünnung auf 
die Guanidinmenge schließen. 


Erforderliche Reagenzien. 


a-Naphtollósung. Man löst 0,1g reinstes a-Naphthol in 100 ccm 
70%, ıgem Alkohol. 


Natriumhypochloritlósung. Darstellung nach Graebe?). Zu 50 g Kalium- 
permanganat läßt man aus einem Tropftrichter langsam 300 bis 330 ccm 
konzentrierter Salzsäure (1,17 D) langsam zutropfen und leitet das sich 
entwickelnde Gas, welches mit Wasser gewaschen wird, in einen Liter 
10% iger Natronlauge. Bewahrt man diese Lösung kühl und dunkel auf, 
so ist sie ziemlich lange beständig. Doch empfiehlt es sich, jeden Monat 
eine frische Lösung zu bereiten. 


1) Sakaguchi verwendet zwar seine Reaktion zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Arginingehalts der Proteine, doch muß man die Reaktion 
bei jedem Eiweißkörper mit einer anderen, empirisch festgestellten Hypo- 
chloritmenge anstellen, um den richtigen Argininwert zu erhalten. 

2) Graebe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 85, 2753. 
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Standardlösung. Als Vergleichslösung verwenden wir eine sehr ver- 
dünnte Kongorotlösung. Da die verdünnten Lösungen jedoch nicht gut 
haltbar sind, haben wir sie immer frisch hergestellt durch Verdünnen einer 
konzentrierten Vorratslösung. Herstellung der Vorratslösung: 2,5000 g 
im Vakuum getrocknetes Kongorot (Dr. Grübler) wird in 50 ccm Alkohol 
in einem 1,-Liter-Meßkolben gelöst, dazu fügt man Wasser bis zur Marke. 
Diese Lösung ist vollständig haltbar. Die Standardlösung wird durch 
Verdünnen von 0,1 ccm der Vorratslösung auf 250 ccm hergestellt. 


Ausführung der Bestimmung. 
Wir beschreiben das Verfahren in seiner Anwendung auf Harn: 


1. Enteiwerßung des Harns. Der zu untersuchende Harn muß 
vollständig frei von Eiweiß sein. Einige Kubikzentimeter des sauren 
oder mit Essigsäure angesäuerten Harns werden mit einigen Tropfen 
20 °%,iger Sulfosalicylsäurelösung versetzt.  Entsteht eine Trübung 
oder ein Niederschlag, so wird eine Harnprobe (20 bis 30 ccm) mit 
einigen Tropfen verdünnter Essigsäure bis zur Lackmusrötung versetzt, 
zum Sieden erhitzt und filtriert. Gibt der Harn mit Sulfosalicylsäure 
keine Trübung, so wird er sofort weiter verwendet. 


2. Entfárbung des Harns!). 20 ccm des eiweißfreien, essigsauren 
Harns versetzt man mit 2 g feingepulverten Bleiacetats und läßt einige 
Minuten unter öfterem Schütteln stehen. Dann zentrifugiert man, gießt 
die klare, schwach gelblich gefärbte Flüssigkeit in ein zweites Zentri- 
fugierglas und versetzt mit 1ccm 30 %iger Natronlauge. Nach gutem 
Schütteln zentrifugiert man und gießt die klare, farblose Flüssigkeit 
in ein drittes Zentrifugierglas. Man setzt 0,5 ccm konzentrierte Schwefel- 
säure zu, mischt gut durch und überzeugt sich, daß die Flüssigkeit 
sauer reagiert. Hierauf entfernt man das Bleisulfat durch Zentrifugieren 
und gießt den entfärbten Harn in eine genaue Mensur und notiert das 
Volumen. 


3. Ausführung der Reaktion. Mit dem so entfärbten Harn stellt 
man nun cine Verdünnungsreihe an. Man verwendet vier bis fünf gleich 
weite Eprouvetten. In die erste pipettiert man lccm des entfärbten 
Harns und verdünnt mit 10 ccm Wasser, nach guter Mischung pipettiert 
man von der ersten Eprouvette in die zweite Eprouvette wieder 1 ccm, 
verdünnt mit 10 ccm Wasser, mischt gut und pipettiert von der zweiten 
in die dritte Eprouvette wieder 1 ccm und so fort. In jede Eprouvette 
pipettiert man jetzt l ccm 10 °%iger Natronlauge (dabei können noch 


1) Die Entfárbung des Harns ist ähnlich der von C. Neuberg angegebenen. 
Doch mußten wir nach der Fällung mit Bleiacetat die letzten Farbreste 
noch durch Fällung mit Natronlauge entfernen, um den Harn vollständig 
farblos zu erhalten. Für die Polarimetrie genügt die von Neuberg angegebene 
Fällung mit Bleiacetat. 
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Spuren von Blei als Bleihydroxyd ausfallen, doch löst sich der Nieder- 
schlag im Überschuß der Natronlauge. Auf jeden Fall muß die Flüssig- 
keit vollständig klar sein. Diese geringen Plumbitmengen stören die 
Reaktion nicht). Dann kommt in jede Eprouvette 0,4ccm der a-Naphtol- 
lösung, worauf man gut durchschüttelt. Zum Schluß fügt man in jede 
Eprouvette 0,2 cem der Hypochloritlósung, wobei man gut mischt. 


Bei Abwesenheit von Methylguanidin oder Dimethylguanidin tritt 
keine Rotfärbung auf, sondern nur eine äußerst schwache, gelbliche 
Eigenfarbe. Bei Gegenwart kleiner Mengen von Methylguanidin färbt 
sich die Flüssigkeit in den ersten Eprouvetten rosa, in den verdünnteren 
Flüssigkeiten bleibt sie farblos. Je größer die Konzentration des Methyl- 
guanidins ist, in desto mehr Eprouvetten erscheint die Rosafärbung. 
Ist viel Methylguanidin vorhanden, so tritt die Färbung in allen Eprou- 
vetten auf, und in den ersten Eprouvetten erscheint die Flüssigkeit tief 
rot. Oft tritt der Fall ein, daß die erste Eprouvette rosa erscheint, die 
zweite stark rot, die dritte rosa, die vierte schwach rosa, die fünfte 
farblos. Sinkt die Konzentration von links nach rechts, so betrachtet 
man lediglich die rechts vom Maximum liegenden absteigenden Farben- 
intensitäten. 


Nach 3 bis 5 Minuten erreicht die Färbung ihr Maximum. Bei 
längerem Stehen verblassen die Farben. Man vergleicht die maximale 
Färbung mit der Standardlösung, welche sich in einer gleich weiten 
Eprouvette befindet. Dabei kann der Fall eintreten, daß die maximale 
Färbung dem Standard vollständig gleicht oder aber es erscheint in 
keiner Eprouvette dieselbe Färbung wie die der Standardlösung. In 
diesem Falle ist jedoch eine Eprouvette stärker und die nächste schwächer 
gefärbt als die Standardlösung. 


Zwischen diesen beiden Eprouvetten schaltet man nun eine zweite, 
aus vier Konzentrationsstufen bestehende Verdiinnungsreihe. War 
z.B. der Inhalt der zweiten Eprouvette (enthält 0,09 ccm entfärbten 
Harn) stärker, der Inhalt der dritten Eprouvette (enthält 0,009 ccm 
entfärbten Harn) schwächer gefärbt als die Standardlösung, so gibt 
man jetzt in die vier Eprouvetten der Reihe nach 0,08, 0,06, 0,04, 
0,02 ccm des entfärbten Harns und füllt in jede Eprouvette mit Wasser 
auf 10 ccm auf. Dann stellt man die Reaktion genau wie vorher an 
und vergleicht die nach 3 bis 5 Minuten auftretende maximale Färbung 
mit der Standardlösung. Dabei arbeitet man entweder mit dem Duboscq- 
schen Kolorimeter (man stellt auf große Flüssigkeitsschicht ein, die 
Standardlösung z. B. auf 40 mm) oder man kann mit fast der gleichen 
(Genauigkeit die Eprouvetten gegen einen weißen Hintergrund mit 
freiem Auge betrachten. Bei der zweiten Verdünnungsreihe tritt fast 
immer der Fall ein, daß der Inhalt einer Eprouvette die gleiche Färbung 
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hat wie die Standardlösung. Liegt aber die Färbung der Standard- 
lósung zwischen zwei Eprouvetten, so nimmt man den Mittelwert. 

4. Berechnung der Analyse. Als Grundlage der Berechnung dient 
folgende Gleichung: Der Inhalt jener Eprouvette, welcher die gleiche 
Färbung zeigt wie die Standardlösung, enthält 0,00005 g Methylguanidin. 
Die Berechnung sei an einem Beispiel gezeigt: 20 ccm eiweißfreier 
Harn wird entfärbt, dabei wurden 1ccm Natronlauge und 0,5 ccm 
Schwefelsäure zugesetzt. Das Gesamtvolumen betrug also 21,5 cem. 
Der entfärbte Harn hatte ein Endvolumen von z.B. 19 ccm (in der 
Mensur gemessen). Jene Eprouvette, deren Inhalt mit der Standard- 
lösung die gleiche Färbung zeigte, enthielt z.B. 0,04ccm des ent- 
färbten Harns. Dann gilt folgende Proportion: 0,04 : 21,5 = x: 19 ccm, 
daraus ergibt sich x = 0,00354 ccm. D.h., daß in 0,00354 ccm Harn 
0,00005 g Methylguanidin enthalten sind, oder in 20 ccm Harn 283 mg 
Methylguanidin. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir folgende Werte erhalten, 
welche seine Brauchbarkeit zeigen: 


Vorhanden Gefunden Vorhanden Gefunden 
g g g g 
0,0010 0.00109 0,0190 0,0200 
0.0050 0.0054 0.0250 0,0241 
0.0060 0.0050 0,0250 0.0270 
0.0085 0.0067 0,0350 0,0400 


Kleinere Mengen als 50 mg pro Liter lassen sich nicht mehr kolori- 
metrieren, aber sie sind noch qualitativ nachweisbar. 


Der qualitative Nachweis kleiner Methylguanidinmengen. 


Um noch kleinere Mengen Methylguanidin qualitativ nachzuweisen, 
haben wir die Reaktion auf folgende Weise ausgeführt: Der eiweißfreie 
Harn wird wie oben entfärbt, dann wurde die Reaktion sowohl im 
unverdünnten Harn als auch in dem auf das zehnfache Volumen ver- 
dünnten Harn durchgeführt. Nach dem Zusatz von l cem 10 %,iger 
Natronlauge und 0,4ccm a-Naphtollósung wird gut geschüttelt. 
Dann läßt man in die geneigte Eprouvette vorsichtig 0,2 cem der 
Hypochloritlösung (in den unverdünnten Harn 0,4 ccm) aus der Pipette 
zufließen, so daß die schwere Hypochloritlösung zu Boden sinkt. An 
der Berührungsfläche beider Flüssigkeiten entsteht ein Farbenring. 
Normaler, eiweißfreier Harn gibt einen gelblichen Ring, aber bei Gegen- 
wart kleiner Methylguanidinmengen ist der Ring schwach rosa gefärbt. 
Auf diese Weise gelingt es. noch 20 mg Methylguanidin pro Liter Harn 
nachzuweisen. Diese Empfindlichkeit war für unsere Untersuchungen 
vollständig ausreichend, da ja die Vertreter der Guanidinhypothese 
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das Vorkommen der 10fachen, ja der 17fachen Menge Methylguanidin 
im Tetanieharn behaupten. 

Übrigens könnte man noch bedeutend kleinere Mengen sowohl 
kolorimetrisch als qualitativ nachweisen, wenn man nicht den Harn 
selbst, sondern die Phosphorwolframsäurefraktion verwenden würde. 


Untersuchungen anderer Autoren über die Reaktion von Sakaguchi. 


Poller!) hat untersucht, bei welchen Guanidinverbindungen die 
Reaktion positiv ausfällt und kommt zu der Ansicht, daß der rote Farbstoff 
nicht die Formel haben kann, die Sakaguchi ihm zugeschrieben hat: 


OC,0HsCl 
Baum 
NNH... 


sondern, daß die zwei Naphthole auf die beiden Aminogruppen verteilt sind. 

F. A. Hoppe-Seyler?) findet, daß die Sakaguchireaktion im normalen, 
eiweißfreien Harn negativ ist. Fällt man jedoch mit Phosphorwolframsäure, 
zerlegt den Niederschlag und engt die Lösung der Carbonate zum Sirup 
ein, so soll die Reaktion positiv ausfallen. Doch scheint es uns nach den 
Angaben des Autors nicht sicher, ob die Harne auch vollständig frei von 
Eiweiß waren. 


3. Andere Farbenreaktionen. 


Von anderen bekannten Farbenreaktionen der Guanidinverbindungen 
haben wir folgende untersucht: Die Diacetylreaktion3). Guanidin und 
Methylguanidin geben diese charakteristische Reaktion der: Guanidin- 
verbindungen nicht. 

Die Jaffesche Reaktion ist mit Guanidin und Methylguanidin ebenfalls 
negativ. 

Vor kurzem hat Poller*) eine neue Reaktion für Arginin und Kreatinin 
angegeben. Bei Gegenwart von Soda geben diese Verbindungen mit 
B-Naphtochinon eine Rotfárbung. Wir haben diese Reaktion mit Guanidin 
und Methylguanidin versucht, doch war sie bei beiden negativ. 


II. Untersuchung von Tetanieharnen. 


Mit Hilfe der oben angegebenen Verfahren untersuchten wir Tetanie- 
harne, und zwar von Patienten, die an verschiedenen Tetaniearten 
erkrankt waren. Die Harne wurden immer vollständig frisch ver- 
arbeitet. Zunächst untersuchten wir auf Eiweiß. Dann untersuchten 
wir den Gehalt an Guanidinen, und zwar zuerst kolorimetrisch mit 
Hilfe der Reaktion von Sakaguchi’) und mit der Nitroprussidreaktion. 
Ohne Rücksicht auf den Ausfall der kolorimetrischen Untersuchung 


1) K. Poller, Berl. Ber. 1927, S. 59; Klin. Wochenschr. 4, 237, 1927. 

2) F. A. Hoppe-Seyler, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 153, 327, 1926. 

8) A. Harden und D. Norris, Journ. of Physiol. 42, 332, 1911; G. S. 
Walpole, cbendaselbst 42, 301, 1911. 

4) K. Poller, Klin. Wochenschr. 6, 237, 1927. 

5) In dor oben beschriebenen Ausführung. 
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wurden alle Harne (mit Ausnahme der Fälle von Kindertetanie) auch 
nach dem gravimetrischen Verfahren untersucht. Wir geben die Versuchs- 
protokolle wieder. 


Patient I. Idiopathische Tetanie. 
a) Harnmenge 250 ccm (Patientin befand sich im Krampf- 
stadium). 
Eiweiß: (Fällung mit Sulfosalicylsäure) negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: Es wurden keine unlöslichen Pikrolonate 
erhalten. 
b) Harnmenge 840 ccm (Tagesausscheidung). 
Eiweiß: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: keine unlöslichen Pikrolonate. 


c) Harnmenge 900 ccm (Tagesausscheidung). 
Eiweiß: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ?). 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: keine unlöslichen Pikrolonate. 
d) Harnmenge 1010 ccm (Tagesausscheidung, Patientin befand 
sich im Krampfstadium). 
Eiweiß: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativt). 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: Keine unlöslichen Pikrolonate. 


Patient II. Postoperative Tetanie. 
Harnmenge 990 ccm (Tagesausscheidung). 
Eiweiß: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: keine unlöslichen Pikrolonate. 
Patient III. Kindertetanie. 
Harnmenge 80 ccm. 
Eiweiß: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Patient IV. Kindertetanie. 
Harnmenge 150 cem. 
Eiweiß: negativ. | 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 


1) Zu 100 cem Harn wurden 3 mg Methylguanidin zugesetzt und die 
Sakaguchireaktion angestellt. Während im Tetanieharn ohne Zusatz die 
Reaktion negativ war, fiel sie nach Zusatz von Methylguanidin positiv aus. 
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Die Untersuchung der Tetanieharne auf Guanidine ergab also ein 
vollständig negatives Resultat. In keinem Falle konnten Guanidine nach- 
gewiesen oder isoliert werden. Die vollständige Abwesenheit von Guani- 
dinen konnte selbstverständlich nicht gezeigt werden, da ja die Emp- 
findlichkeit der Reaktionen eine Grenze darstellt, unter welcher die 
Guanidine überhaupt nicht mehr nachgewiesen werden können. Doch 
geht aus unseren Untersuchungen hervor, daß in den von uns analy- 
sierten Tetanieharnen nicht einmal !/,, bis */,, jener Menge vorhanden 
war, welche die Vertreter der Guanidinhypothese als vorhanden an- 
nehmen. 

Anhang: Darstellung von Methylguanidin. 


Da wir für unsere Versuche größere Mengen des teuren und schwer 
erhältlichen Methylguanidins benötigten, suchten wir eine einfache 
Darstellung desselben zu ermitteln. Am gangbarsten schien die Syn- 
these von Erlenmeyer!) und Tatarinow?) aus Methylamin und Cyanamid 
zu sein. Fromm?) hat dieselbe modifiziert, indem er Mononatrium- 
cyanamid mit Methylaminchlorhydrat in wässeriger Lösung im Rück- 
flußkolben kocht. Doch sind die Ausbeuten nach diesem Verfahren 
sehr niedrig (in einem Versuch erhielten wir nur 8%, der Theorie), da 
das meiste Methylamin aus der alkalischen Lösung entweicht und sich 
so der Reaktion entzieht. 

Um das Entweichen des Methylamins zu verhindern, arbeiteten 
wirim Autoklaven. Wir variierten ferner die Temperatur, die Reaktions- 
dauer und das Mischungsverhältnis von Methylamin und Cyanamid- 
natrium und ermittelten in jedem Versuch die Ausbeute. Zur Isolierung 
des Methylguanidins fällten wir dasselbe als Pikrat. Dieses ist im 
kalten Wasser sehr schwer löslich im Gegensatz zum leicht löslichen 
Methylaminpikrat, wodurch man eine vollständige Trennung vom 
Methylamin erreicht. Unsere Versuche ergaben folgende Resultate: 


Reaktions» 


CH; NH : beut 

¿HC £ in Molen zeit Pikrat De der 
g Stunden g Theorie 

6 3 2 :1 120 | 6 | 1,92 12 
5 2,5 2 :1 150 6 1,12 8 
5 2,5 2 :1 80 6 3,69 29,6 
5 2,5 2 :1 |190—200 6 0 0 
2,5 2.5 1. 221 80 6 Spuren — 
3,7 3,7 1 :1 100 6 sehr wenig — 
5,5 3,7 1,5:1 80—100 6 5 e — 
7,4 3,1 2 :1 60— 70 6 4,6 28 
74 387 | 2 :1 | 6—70] 13 | 48 29,5 


se 


1) Erlenmeyer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 3, 896. 
2) Tatarınow, Jahresber. über d. Fortschr. d. Chem. 1879, S. 333. 
8) E. Fromm, Ann. d. Chem. 442, 130. 
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Die besten Ausbeuten erhält man also, wenn man die Reaktion 
bei niedriger Temperatur und bei Gegenwart eines Überschusses von 
Methylamin durchführt!). 

Nach diesen Versuchen ergab sich also als beste Darstellungsart 
die folgende: 1 Mol Mononatriumcynamid und 2Mol Methylamin- 
chlorhydrat werden in wenig Wasser gelöst, im Autoklaven oder in der 
Druckflasche 6 Stunden lang auf 60 bis 80° erhitzt. Das Reaktions- 
gemisch wird von ausgeschiedenen Flocken filtriert, mit Salzsäure 
vorsichtig neutralisiert und am Wasserbad vollständig eingedampft. 
Der Rückstand wird mit absolutem, siedendem Alkohol extrahiert, die 
alkoholische Lösung, wenn nötig, filtriert und im Vakuum eingedampft. 
Der Rückstand wird in Wasser gelöst und mit konzentrierter, wässeriger 
Pikrinsäurelösung (1,2%,) gefällt. Das Pikrat läßt sich leicht in das 
Hydrochlorid (bzw. Nitrat usw.) überführen. Es wird mit der ent- 
sprechenden Menge 10% iger Salzsäure zerlegt und die in Freiheit 
gesetzte Pikrinsáure im Lindschen Apparat durch Extraktion mit 
Äther vollständig entfernt. Die salzsaure Lösung wird dann im Vakuum 
am Wasserbad eingeengt, wobei das Chlorhydrat kristallinisch zurück- 
bleibt. 

Das Methylguanidinpikrat ist charakterisiert durch seinen Schmelz- 
punkt von 200° sowie durch die beiden Modifikationen, die entsprechend 
den zwei Modifikationen des Guanidinpikrats?) als syn- und anti-Form 
betrachtet werden. 

Das aus dem Pikrat gewonnene Chlorhydrat ist sehr hygroskopisch, 
läßt sich aber durch Trocknen über Schwefelsäure im Vakuum bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz wasserfrei erhalten. 

Die Stickstoffbestimmung desselben ergab: gef. 38,1%, ber. 
38,5 Y. 

Zusammenfassung. 


l. Zur Prüfung der Hypothese, der zufolge die Tetanie angeblich 
durch eine Vergiftung mit Methylguanidin und anderen Guanidin- 
derivaten bedingt sein soll, wurde eine zuverlässige Methode gesucht, 
um Guanidine im Harn mit Sicherheit nachweisen und quantitativ 
bestimmen zu können. 

2. Alle jene älteren Methoden, bei denen barytalkalische Stlber- 
lösung oder Quecksilbersalze als Fällungsmittel dienten, erscheinen von 
vornherein als ungeeignet, da dabei Methylguanidin infolge Oxydation 
von Kreatin künstlich entsteht. 


1) Zu denselben Ergebnissen kam R. Klingner, welcher in seiner Arbeit 
(Ein Beitrag zur Chemie der Guanidine, Dissertation, Leipzig 1926) auch 
die theoretische Erklärung für dieses Verhalten angibt. 

2) Cordier, Chem. Centralbl. 1906, I, 340. 
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3. Das Verfahren von Findlay und Sharpe, welches auf einer Fällung 
der Guanidine mit Pikrinsäure beruht, wurde in Übereinstimmung 
mit Greenwald abgelehnt, da es unmöglich ist, auf diese Weise eine 
scharfe Trennung der Guanidinpikrate von dem in seinem Lösungs- 
verhältnis ihnen sehr nahestehenden Kreatininpikrat durchzuführen. 
Auch eine Beseitigung des Kreatinins durch Fällung mit Chlorzink 
erwies sich als unzweckmäßig, da diese im Harn niemals vollständig ist. 

4. Dagegen erwies sich die Fällung der Guanidine als Pikrolonate 
aus wässeriger Lösung als besser geeignet, da das Kreatinin kein schwer- 
lösliches Pikrolonat gibt. Die Pikrolonate konnten durch Bestimmung 
des Schmelzpunkts und des Pikrolonsäuregehalts identifiziert, sowie 
nach ihrer Zerlegung mit Hilfe der Weylschen Reaktion auf die Ab- 
wesenheit von Kreatinin geprüft werden. 

5. Die Anwesenheit des Methylguanidins in den Lösungen, die 
durch Zerlegung der Pikrolonate mit Schwefelsäure und Extraktion 
der Pikrolonsäure mit Äther erhalten worden waren, konnte mit Hilfe 
einer Modifikation der Farbenreaktion von Sakaguchi nachgewiesen 
werden. 

6. Eine weitere Identifizierung des Guanidins und Methylguanidins 
wurde in der Weise vorgenommen, daß (neben der Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl) das durch Destillation der Guanidinlösung mit Natron- 
lauge abgespaltene Ammoniak (bzw. Ammoniak und Methylamin) 
titrimetrisch bestimmt wurde. Im Destillat wurde das Methylamin 
durch die Reaktion von T'salapatani nachgewiesen. 

7. Zusatzversuche von Guanidinen zu normalem Harn ergaben 
Ausbeuten an Pikrolonat von 50 bis 90 9/.. 

8. Die Reaktion von Sakaguchi, welche darauf beruht, daß Methyl- 
guanidin in alkalischer Lösung mit a-Naphtol und Hypochlorit eine 
Rotfärbung gibt, konnte zu einem kolorimetrischen Schätzungs- 
verfahren ausgearbeitet werden, welches gestattet, Mengen über 
50 mg/Liter zu schätzen, jedoch noch kleinere Mengen qualitativ 
nachzuweisen. 

9. Die Prüfung sowohl normaler Harne als auch von Tetanieharnen 
(idiopathische, postoperative und Kindertetanie) mit Hilfe der Nitro- 
prussidreaktion, der Sakaguchireaktion und des gravimetrischen 
Pikrolonsäureverfahrens ergab stets völlig negative Resultate. Für die 
Guanidinhypothese der Tetanie ergab sich also nicht der mindeste 
Anhaltspunkt. 

10. Zur Darstellung des für die Versuche erforderlichen Methyl- 
guanidins diente eine Modifikation der Frommschen Synthese aus 
Methylamin und Cyanamidnatrium, wobei Ausbeuten von fast 30% 
erzielt wurden. 


Über die Wirkung 
der Belichtung auf Tyrosin und Tryptophan im Eiweißverband. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der Abteilung für physiologische Chemie im Physiologischen 
Universitätsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1927.) 


Die wichtige Beobachtung von Harris!), daß Proteine im Lichte 
der Quecksilberdampflampe Sauerstoff absorbieren und daß von den 
Aminosäuren, die dieselben enthalten, speziell Tyrosin und Tryptophan 
unter denselben Bedingungen das gleiche tun, hat mich veranlaßt?), 
die der Sauerstoffabsorption offenbar parallel gehende Zerstörung 
dieser Aminosäuren im Lichte der Quarzlampe und im diffusen Tages- 
licht (unter Zusatz von Sensibilisatoren) mit Hilfe von quantitativen 
Meßmethoden zu verfolgen; auch die Zerstörung von Histidin und 
Adrenalin wurde beobachtet. Harris fand ferner, daß von den unter- 
suchten Eiweißkörpern nur Gelatine eine Sauerstoffaufnahme im Lichte 
vermissen läßt und bringt dies mit der individuellen Konstitution 
dieses Proteinoids in Zusammenhang bzw. wie man wohl folgern darf, 
mit dem Fehlen von Tyrosin und Tryptophan. Hängt nun die Sauerstoff- 
aufnahme von Proteinen wirklich von deren Tyrosin- und Tryptophan- 
gehalt ab, so müssen diese Stoffe auch im Eiweißverband durch Licht 
oxydativ zerstört werden. Die folgenden Versuche zeigen, daß dies 
tatsächlich der Fall ist. 

Als erster hat Neuberg?) Eiweißkörper (Peptone, Gelatine) dem 
Sonnenlicht unter Zusatz von mineralischen sowie organischen Kataly- 
satoren (Anthracenderivaten) ausgesetzt und eine Einwirkung unter 
partieller Hydrolyse und Abspaltung von NH, aus den Aminosäure- 
bausteinen, die zum Teil in Aldehyde übergehen, konstatiert. 


1) D. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 288, 1926. 

2) Diese Zeitschr., 184, 453, 1927. 

3) C. Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst 18, 305, 1908; 29, 279, 1910; 
61, 315, 1914; für weitere Literatur siehe die erste Abhandlung. 
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1. Tryptophan im Eiweißverband. 


Die ersten Versuche wurden mit Wittepepton (Peptonum siccum) 
mit einem Tryptophangehalt von etwa 3,7%, angestellt; die Be- 
stimmungen erfolgten nach den Angaben von Fürth und Dischel). 
Es wurde sowohl die ursprüngliche, annähernd neutrale 0,5% ige 
Lösung in Wasser als auch die schwach angesäuerte und die schwach 
alkalisch gemachte Lösung mit und ohne Zusatz von Rose Bengale 
(R. B., 0,1% in Wasser) dem diffusen Tageslicht, sowie dem Lichte 
der Quarzlampe?) ausgesetzt; die im folgenden zusammengestellten 
Resultate zeigen, daß im diffusen Lichte bei R. B.-Zusatz in allen 
Fällen ein Zerstörungseffekt beim Tryptophan auftritt, während die 
belichteten Proben ohne R. B. sowie die Proben im Dunkeln keinen 
oder nur einen sehr geringen Effekt aufweisen; der Zerstörungseffekt 
ist bei den alkalischen Proben am stärksten. Dasselbe ist bei den mit 
der Quarzlampe belichteten Proben der Fall; hier tritt auch eine (in 
allen Fällen ziemlich gleichmäßige) Verminderung des Tryptophan- 
gehalts bei den Proben ohne R.B. auf (in der sauren Lösung war das 
R. B. ausgefallen). 


ZE, | Auen | neu | ze 


a) diffuses Licht 5cm? 0,5% ige Peptonlösung, 
Tryptophangehalt = 100. 


(ZER ` GE | 0 47 44 
O o a a | 94 92 96 
b) Dunkelprobe, wie a). 
Ro Diosa a | 88 *) 102*) 91*) 
BE E EE | 98 94 91 
c) Quarzlampe, Distanz 10.5 cm, Dauer 2 Stunden, 
Wasserkühlung. 
RD 29 35 | 56 
De ee ageee é | 52 57 64 


SN Im Mittel. 


Im folgenden wurde als Eiweißkörper Casein (Hammarsten) in 
l %iger Lösung mit etwas Chloroformzusatz benutzt (l g Casein in 
9ccm n/10 NaOH gelöst und mit Wasser auf 100 ccm aufgefüllt). 

Man sieht aus der Tabelle I die starke Tryptophanzerstörung im 
diffusen Lichte bei R.B.-Zusatz, während die Proben ohne R.B. 
sowie die Dunkelproben nicht wesentlich vom ursprünglichen Gehalt 


1) O. Fürth und Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 1924. 

2) Die bei dieser Arbeit verwendete Quecksilberdampf-Tischlampe 
von Heraeus (Gleichstrom 110 Volt) konnte ich dank der Freundlichkeit 
des Herrn Dozenten Dr. Barrenscheen vom medizinisch-chemischen Institut 
der Wiener Universität entleihen. 
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an Tryptophan abweichen; Zusatz von etwas Alkali hat keine aus- 
geprägte Wirkung, Formaldehyd verstärkt die Abnahme der Voisenet- 
farbe im Lichte noch mehr, bewirkt aber auch im Dunkeln einen Rück- 
gang derselben (Nr. 3 und 4). Die Versuche mit der Quarzlampe weisen 
die analogen Erscheinungen auf, nur zeigen auch die bestrahlten Proben 
ohne R.B. eine Abnahme (Nr.5). Aus Nr.6 ersehen wir, daß die 
Tryptophanzerstórung in einer 0,1 %igen reinen Tryptophanlösung 
(in 1%,igem NaF) geringer ist als in einer 1%, igen Caseinlösung, daß 
aber eine reine Tryptophanlösung (c), die den gleichen Gehalt an dieser 
Aminosäure aufweist, wie eine 1 %ige Caseinlósung, im Lichte stärker 
angegriffen wird als diese; bei gleicher Konzentration und ceteris 
paribus ist also doch das freie Tryptophan empfindlicher als das ge- 
bundene. Ein vom Lichte unabhängiger Einfluß der Erwärmung ist 
nach Brutofenversuchen bei Wittepepton- und Caseinlösungen aus- 
zuschließen. 


I. Tyrosin im Eiweißverband. 


Die Methoden für die Bestimmung von Tyrosin im Eiweißverband 
haben durch eine neue Arbeit von Zuwerkalow!) eine wertvolle Be- 
reicherung erfahren. Der Verfasser geht von der Bestimmungsmethode 
von Fürth und Fischer?) aus, ersetzt aber das Millonsche Reagens nach 
dem Vorgang von Weiss?) durch das Reagens von Hopkins (10 “¡ges 
HgSO, in 59%, iger H,SO,), dem 1 Tropfen 0,5 %iges Na NO, zugefügt 
wird, und verhindert die Niederschlagsbildung mit dem Protein durch 
Zusatz von Eisessig. Bei Verwendung der Methode mit wechselnden 
Mengen von z. B. Casein, ist nun sehr darauf zu achten, daß die Proben 
nicht zu wenig NaNO, enthalten, da sonst die Farben unbedingt zu 
schwach ausfallen; ein geringes Plus an NaNO, dagegen bedingt wohl 
eine Änderung im Farbton, doch keinen wesentlichen Fehler bei der 
Kolorimetrie; von der letzteren Tatsache wurde bei der Tyrosin- 
bestimmung in den belichteten Proben Gebrauch gemacht. 

Man hat also für die Kolorimetrie die optimalen Bedingungen, wenn 
man beim Vergleich von z. B. 1 bis 4 cem Caseinlösung (1°, ige) zu jeder 
Probe pro Leem Caseinlösung je 1 Tropfen 0.5°,,iges NaNO, zusetzt; 
man erhält aber, trotz einer geringen gelblichen Verfärbung, gleichfalls 
richtige Werte, wenn man zu jeder Probe z. B. 4 Tropfen 0,5%, iges NaNO, 
zufügt; gibt man hingegen weniger Tropfen Nitrit hinzu als die Zahl der 
Kubikzentimeter Caseinlösung (19,ige) in der Probe beträgt, erhält man 
viel zu niedrige Werte. 

Es wurde bei den Lichtversuchen folgendermaßen verfahren: 
Zu je 3cem 1% iger Caseinlósung (Standardlösung) werden 3 ccm 


1) D. Zuwerkalow, H. 163, 185, 1926. 
2) O. Fürth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924. 
3) M. Weiss, ebendaselbst 97, 170, 1919. 
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Eisessig und 2 cem Hopkinssches Reagens zugefügt, ferner 3 Tropfen 
0,5 % iges Na NO, und mit Wasser auf 10 ccm aufgefüllt; von den be- 
lichteten Proben werden 3 ccm analog behandelt. Dann werden sämt- 
liche zu vergleichenden Proben im Wasserbad bis zum Sieden desselben 
erhitzt und bald darauf kolorimetriert; bei längerem Stehen tritt 
Trübung und Niederschlagsbildung auf. 

Da eine 1%,ige Caseinlósung etwa 60%, an Tyrosin (gegenüber 
17 % an Tryptophan), im Vergleich zu einer reinen 0,1 %igen Ty- 
rosinlösung, die in früheren Versuchen belichtet wurde, enthält, war 
zu erwarten, daß ihr Tyrosingehalt im Lichte weniger rasch ver- 
schwinden würde als der der Lösung von freiem Tyrosin. Das ist 
auch der Fall und es konnte mit der Quarzlampe bei R. B.-Zusatz, 
2 Stunden Belichtungsdauer und 10,5 cm Distanz ein deutlicher Effekt 
nicht erzielt werden. Auch eine Exposition von 6 Stunden im diffusen 
Lichte gab nur in einer schwach alkalischen Probe eine kleine Herab- 
setzung des Tyrosinwertes. Doch zeigen die folgenden Versuche 
zweifelsfrei eine Zerstörung des gebundenen Tyrosins im diffusen Lichte; 
schwach alkalische Reaktion verstärkt dieselbe. 

Zum Schlusse seien einige Bemerkungen über das Verhalten des 
Wasserstoffsuperoxyds gegenüber den Reaktionen nach Voisenet, Millon 
(Fürth) und Hopkins (Fürth-Zuwerkalow), die zum Nachweis des Trypto- 
phans bzw. Tyrosins dienen, angefügt. In der vorangegangenen Mit- 
teilung wird auf 8.459 und 462 gesagt, daß H,O, (in etwa zehnfach 
äquivalentem Überschuß) Tryptophan schnell und Tyrosin lang- 
samer schon im Dunkeln zerstóre. Dies ist nun dahin zu ergänzen 
bzw. richtigzustellen, daß eine solche Zerstörung sowohl im Dunkeln 
als auch im Lichte (die Lichtoxydation unterstützend) zwar tat- 
sächlich stattfindet, diese Zerstörung aber stets recht langsam vor 
sich geht (im Dunkeln ist der Vorgang bei einer Einwirkungsdauer 
von 1 bis 3 Tagen für die gebundenen Aminosäuren kaum wahr- 
zunehmen), während der bei den erwähnten Reaktionen, speziell 
denen auf freies Tryptophan und gebundenes Tyrosin, häufig auf- 
tretende negative Ausfall dadurch vorgetáuscht wird, daß H,O, auch 
noch in sehr kleinen Mengen, offenbar durch Überoxydation, die 
Reaktionen nach Voisenet und Hopkins hemmt bzw. auslöscht. Viel 
weniger empfindlich ist die NMillon-Reaktion nach Fürth-Fischer auf 
freies Tyrosin. | 

Z. B. wurden 20 cem 0,1°,,iges Tyrosin mit 4 Tropfen 309; iger H,O, 
versetzt. 5ccm davon gaben sofort nach Zusatz eine negative Millon- 
reaktion; doch schon nach Stehen über Nacht erweistsich, bei noch deutlich 
positiver Reaktion auf H,O, (mit TiCl,), die Millonreaktion mit 92%, des 
Standards als positiv; wird dann etwas Platinmoor zugefügt und nochmals 


über Nacht stehengelassen, enthält die filtrierte Probe jetzt 90% des 
Standards bei negativer Reaktion auf H,O.. 
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Bei den Versuchen der früheren Arbeit mit freiem Tyrosin kann 
also das nach längerem Stehen etwa noch vorhandene H,O, den Ausfall 
der Millon-Reaktion nicht merklich beeinflußt haben. 


Anders steht es bei dem freien und gebundenen Tryptophan; hier 
genügen minimale, kaum mehr nachweisbare Spuren von H,0,, um 
die Voisenet-Reaktion auszulóschen. Nach Zusatz der konzentrierten 
HCI wird der Ansatz zunächst rotviolett, verblaßt aber dann mehr 
oder weniger rasch schon vor Nitritzusatz und die Probe bleibt nach 
dem Nitritzusatz völlig ungefärbt; wird dann das H,O, durch Platin- 
moor zerstört!), so wird in einer nicht belichteten Probe nunmehr 
eine stabile Voisenetfarbe auftreten, die bei gebundenem Tryptophan 
der Farbe der Standardlösung meist ziemlich gleich ist, bei freiem 
Tryptophan hinter der des Standards eventuell zurückbleibt, da ja 
H,O,, wie gesagt, auch Tryptophan selbst allmählich angreift?). Diese 
oxydative Zerstörung ist also eine sehr langsame und die negativen 
Befunde bei Licht- und Dunkelproben in der früheren Arbeit sind 
lediglich auf die Auslöschung (Überoxydation) der Vorsenet-Reaktion 
zu beziehen. 

Ähnlich steht es bei der Prüfung auf gebundenes Tyrosin nach 
dem oben beschriebenen Verfahren. Schon eine minimale Menge von 
H,O, läßt die im Wasserbad erhitzte Probe vollkommen farblos bleiben; 
erst nach völliger Beseitigung des H,O, durch Platinmoor und bei 
negativer TiCl,-Reaktion tritt in derselben Probe die Farbe wieder auf, 
wobei eine, inzwischen stattgehabte, allmähliche Zerstörung von Tyrosin 
selbst wahrzunehmen ist, die sich bei belichteten Proben zu der Zer- 
störung durch das Licht hinzuaddiert. 

Eine Probe im Dunkeln von 7 cem 1% iges Casein + 1 Tropfen 309% iger 
H,0, + R. B. zeigt nach Zusatz von Platinmoor und längerem Stehen 
109°, Tryptophan und 95% Tyrosin (Standard = 100). Eine etwa 
20 Stunden belichtete Probe von 7 cem 1% iges Casein + 1 Tropfen 30 % iger 
H,O, + R. B. zeigt nach Beseitigung des H,O, (TiCl,-Reaktion: 6) eine 


Abnahme des Tyrosingehalts auf 66% gegenüber einer Abnahme auf 84% 
des Standards in einer analog behandelten Probe ohne D.O. 


Zusammenfassung. 


1. Tyrosin und Tryptophan im Eiweißverband werden durch 
Belichtung im diffusen Tageslicht sowie mit der Quarzlampe oxydativ 
zerstört; im ersten Falle ist die Anwesenheit eines Sensibilisators not- 


1) Eine solche Zerstörung des H,O, findet in Caseinlösungen sehr oft 
auch ohne Platinmoorzusatz statt. 

2) Auch nach Zerstörung des H,O, (bzw. negativer TiCl,-Reaktion) 
tritt meist schon vor Nitritzusatz die Rotviolettfärbung auf, doch bleibt 
sie dann erhalten, da eine Uberoxydation nicht mehr stattfinden kann. 
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wendig. Die Zerstörung bei beiden gebundenen Aminosäuren geht 
langsamer vor sich als bei denselben Stoffen, wenn sie fres sind. Alka- 
leszenz der Lösung erhöht die Wirkung, ebenso Formaldehydzusatz 
beim Tryptophan. 

2. Zur Bestimmung des gebundenen Tyrosins ist die Modifikation 
der Fürthschen Methode nach Zuwerkalow gut zu verwenden. Der 
Zusatz von 0,5%iger NaNO, darf nie kleiner sein als 1 Tropfen pro 
Kubikzentimeter 1%iger Caseinlösung, ein geringer Überschuß stört 
die Bestimmung nicht. | 

3. Wasserstoffsuperoxyd vermag schon in geringster Menge die 
Farbreaktionen nach Votsenet und Hopkins (auf Tryptophan und 
gebundenes Tyrosin) auszulöschen; wird es jedoch durch Platinmoor 
beseitigt, so treten in denselben Proben die genannten Reaktionen 
wieder auf und zeigen nun, daß eine recht langsame Einwirkung von 
H,O, auf die Aminosäuren selbst sowohl im Lichte als im Dunkeln 
stattgefunden hat; die letztere ist bei einer Einwirkungsdauer von 
1 bis 3 Tagen noch kaum wahrzunehmen. Die Millon-Reaktion (auf 
freies Tyrosin) ist weniger empfindlich und fällt auch bei noch deutlich 
nachweisbarem H,O,-Gehalt positiv aus. 


Über die Sensibilisierang der Cholesterinhydrosole. 
Von 
Rudolf Stern. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universität Breslau.) 
(Eingegangen am 1. Juni 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


An anderer Stelle (1) habe ich eine Methode beschrieben, um 
sehr konzentrierte Hydrosole des Cholesterins (bis 1%,) ohne Ver- 
wendung von Schutzkolloiden zu erhalten. Ich konnte ferner zeigen, 
daß solche Sole durch Vermischen mit Acetat- oder Phosphatpuffern 
eine ziemlich scharfe Koagulationsschwelle bei pe = 5,0 erkennen 
lassen. Durch Hinzugabe von gallensauren Salzen wird diese Säure- 
koagulation gehemmt, durch Eiweiß auch noch in sehr kleinen Kon- 
zentrationen außerordentlich begünstigt, derart, daß die Koagulations- 
schwelle bis dicht an den Neutralpunkt gerückt wird. Ich konnte 
ferner zeigen, daß diese EiweiBkoagulation bzw. -sensibilisierung nicht 
auf elektrischem Ladungsausgleich beruhen könne, daß es sich vielmehr 
höchstwahrscheinlich um Dehydratationsvorgänge handeln müsse. Auf 
die Parallelversuche, in denen ich statt synthetischer Cholesterinsole 
menschliche und tierische Galle verschiedenster Herkunft verwendet 
habe, will ich an dieser Stelle nicht näher eingehen. Zweck der hier 
mitgeteilten Untersuchungen war es vielmehr lediglich, noch etwas 
ausführlichere Daten über die Wechselwirkung von Cholesterin, Eiweiß 
und H-Ionen zu ermitteln. 


Methodische Vorbemerkungen. 


Bezüglich der Herstellung der Cholesterinsole verweise ich nur auf 
meine eingangs schon zitierte Arbeit. Hervorheben möchte ich nur 
noch ausdrücklich, daß auch zu diesen Untersuchungen nur reinstes 
Cholesterin der Firma Merck, das noch mehrfach umkristallisiert 
worden war, Verwendung fand. Dieser Hinweis scheint mir wichtig, 
weil Rona und Deutsch (2) in einer Arbeit, auf die ich noch mehrfach 
zurückkommen werde, wesentliche Unterschiede zwischen diesem 
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Cholesterin und dem von ihnen fast ausschließlich verwendeten der 
Firma Kahlbaum gerade hinsichtlich der Empfindlichkeit gegen H-Ionen 
konstatierten. 

Die Pufferlósungen, durch die ich das jeweils gewünschte pa er- 
zielte, bestanden aus Milchsäure, Weinsäure und Essigsäure, vermischt 
jeweils mit ihrem Natriumsalz. Zur Herstellung dieser Pufferlösungen 
wurden nur analysenreine Präparate der Firma Kahlbaum verwendet; 
durch elektrometrische Untersuchungen wurde kontrolliert, ob das 
tatsächliche pa der fertigen Pufferlósung mit dem errechneten über- 
einstimmt. Auf die gleiche Weise überzeugte ich mich auch nach Be- 
endigung der Reihenversuche durch Stichproben davon, daß das pu 
in den einzelnen Reagenzgläsern nach Vermischung mit Cholesterinsol 
und Eiweißlösung unverändert geblieben war!). 


Als Eiweißlösungen verwendete ich in diesen Versuchen aus- 
schließlich elektrodialysiertes Rinderserum, nachdem ich mich in 
meiner früheren Arbeit davon überzeugt habe, daß die Sensibilisierung 
durch natives Serum oder kristallinisches Eieralbumin prinzipiell nicht 
anders verläuft. Über die Vorteile der Serumfraktionierung durch 
Elektrodialyse habe ich an anderer Stelle (4) mich ausführlicher ver- 
breitet. Gegenüber dem Serum haben die so erhaltenen Eiweißlösungen 
den Vorzug, völlig elektrolytfrei zu sein und nur die verhältnismäßig 
einheitlichen Eiweißkörper zu enthalten, die nach Ausfällung der 
gesamten Euglobuline übrigbleiben. Vor Ovalbumin scheint es mir 
aber den Vorzug zu verdienen, wenn es sich, wie hier, um Versuche 
handelt, die eine Parallele zu biologischen Vorgängen anstreben. Das 
Rinderserum wurde unverdünnt zur Elektrodialyse gegeben und bis 
zu völliger Elektrolytfreiheit dialysiert. Die Reaktion war dann 
pa = DAT), Die Konzentration an Eiweiß betrug 2%. 


I. 


Um über die Wechselwirkung von Cholesterin, Eiweiß und H-Ionen 
ein genaues Bild zu bekommen, ist es erforderlich, in Reihenversuchen 
die Konzentration aller dieser Faktoren mindestens so breit zu varlieren, 
wie es biologisch vorstellbaren Mengenverhältnissen entspricht. Bevor 


1) Die zur elektrometrischen Bestimmung von py erforderliche Apparatur 
(es handelt sich um die von Mislowitzer (3) angegebene, die sich auch bei 
diesen Untersuchungen sehr gut bewährt hat) wurde mir von der Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur Verfügung gestellt, wofür 
ich auch an dieser Stelle meinem Danke Ausdruck geben möchte. 

2) Herrn Dr. Ettisch vom Kaiser-Wilhelm-Institut für physikalische 
Chemie möchte ich auch an dieser Stelle für die freundliche Ausführung 
dieser Elektrodialyse danken, da mir zu diesen Untersuchungen eine ent- 
sprechende Apparatur nicht zur Verfügung stand. 
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ich die diesbezüglichen Protokolle mitteile, muß ich noch auf die schon 
erwähnte Arbeit von Rona und Deutsch eingehen, die als Flockungs- 
grenze für ihre Cholesterinsole ein pa zwischen 2,4 und 3,2 fanden. Sie 
lassen es dahingestellt, ob diese Differenz gegenüber meinen Ergebnissen 
durch meine andere Herstellungsart der Suspension oder durch höheren 
Elektrolytgehalt der verwandten Pufferlósung veranlaßt ist. Sie 
beziehen sich hierbei lediglich auf eine vorläufige Mitteilung meiner 
Untersuchungen (5), in der experimentelle Einzelheiten naturgemäß 
nicht aufgeführt werden konnten. In meiner ausführlichen Mitteilung, 
die kurz vor der Arbeit von Rona und Deutsch erschienen ist, wohl 
aber noch nicht von diesen Autoren berücksichtigt werden konnte, 
habe ich selbstverständlich die Molarität meiner Pufferlösungen (n/80 
bis n/100) angegeben. Da sie fast genau mit der von Rona und Deutsch 
erwähnten übereinstimmt (ich hatte auch seinerzeit ausdrücklich 
darauf hingewiesen, daß ich Wert darauf legte, so starke Verdünnungen 
der Puffersubstanz anzuwenden, daß eine koagulierende Wirkung des 
betreffenden Anions mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnte), so 
kann hierin nicht der Grund für die Differenz zwischen den von Rona 
und mir ermittelten Koagulationsschwellen liegen. Immerhin, wenn 
auch die molare Konzentration der Pufferlösungen die gleiche 
war, so hielt ich es doch für erforderlich, meine Versuche mit den von 
Rona verwendeten Lactat- und Tartratpuffern zu wiederholen, da 
meine Versuche ausschließlich mit Acetat- und Phosphatpuffern an- 
gestellt worden waren. Das Protokoll I zeigt nun in der Tat, daß bei 
Verwendung von Lactatpuffern die Koagulationsschwelle erheblich 
weiter im Sauren liegt, als ich für Acetat- und Phosphatpuffer gefunden 
hatte. Aber sie liegt doch noch erheblich weiter im Alkalischen, als 
Rona gefjinden hat, und bei der Koagulation mit Tartratpuffern ergibt 
sich überhaupt keine Differenz gegenüber den von mir früher ver- 
öffentlichten Werten. 

Diese Versuchsreihe wurde mehrfach mit stets den gleichen 
Resultaten wiederholt. An dem Resultat änderte sich auch nichts, 
wenn man das Cholesterinsol vor Ansetzen der Reihe in 50 cm Abstand 
20 Minuten mit der Höhensonne bestrahlte. 

Worauf die geringere Empfindlichkeit des Cholesterinsols bei 
Verwendung von Lactatgemischen beruht, läßt sich nicht ohne weiteres 
entscheiden. Auch Rona und Deutsch fanden bei ihren Versuchen 
Schwankungen der Pufferkoagulation zwischen pe 3,4 und 3,2. Jeden- 
falls beweist der Ausfall meiner Versuche mit Tartratgemischen, daß 
durch die verwandte Pufferlösung die Differenz unserer Versuchs- 
ergebnisse nicht veranlaßt sein kann. Wenn Rona und Deutsch als 
die andere Erklärungsmöglichkeit die Herstellungsart der Suspension 
in Betracht ziehen, so läßt sich der Gedanke durchaus nicht von der 
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Versuchsprotokoll I. 
Je 2ccm eines 1% igen Cholesterinsols werden versetzt 

a) + 0,5ccm elektrodialysierten Serums + 2ccm Lactat-P. 

b) + 0,5 „ Aqua dest. + 2ccm Lactatpuffer, 

c) + 0,5 ,, elektrodialysierten Serums + 2 ccm Tartratpuffer. 

d) + 0,5 ,, Aqua dest. + 2ccm Tartratpuffer. 

und e) 2ccm Aqua dest. + 0,5 ccm elektrodialysierten Serums + 2 ccm 

Tartratpuffer als Kontrolle für die Empfindlichkeit 
des Serums. 


Ablesung nach 35 Min.: 


a) | +++ | +++ | +++ | +++! +++] ++ | — 
eh E Au Be a — | = 
CS ++ | + | + | + + d 
e) | — — — — — — — 


Ablesung nach 4 Std.: 


a) ao | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ 
+++ i +++ | +++] — — — 
eo) i HE+; ttt | +++ | +++ | +++; — 
d) ı +++ | +++ +++ | +++ | +++ | + 


Ablesung nach 24 Std.: 
a Me Bes En ra +++ — 


bd +++ +++ ++ | — — — — 
E AU A O Ee 2 Ee 
d ke +++ en Te) +++ | ++ = 
e — — — — — — — 


Zeichenerklärung: + = feine Kórnelung. ++ = deutliche Koagulation. 
+++ = Absetzen der koagulierten Teilchen. 


Hand weisen. Näherliegend erscheint mir allerdings zunächst der 
Gedanke, den Grund in der außerordentlichen Verschiedenheit der 
Cholesterinkonzentration zu suchen. Diese betrug bei Rona und Deutsch 
0,008 bis 0,01 g-%, in meinen Versuchen dagegen ungefähr 0,4 bis 
0,5 g-%, beides nach der jeweiligen Verdünnung. Ich hatte ja gerade 
besonderes Gewicht darauf gelegt, möglichst konzentrierte Cholesterin- 
sole zu untersuchen, da man ja anzunehmen berechtigt ist, daß auch 
die Koagulation von Cholesterin in der Galle eine Anreicherung dieses 
Stoffes zur Vorbedingung hat. Es schien mir nun an sich plausibel, 
daß meine 50mal so konzentrierten Solen eine größere Empfindlichkeit 
gegen H-lonen haben könnten. Versuche mit abgestufter Cholesterin- 
konzentration, wie sie das Protokoll II bringt, haben mich allerdings 


Sensibilisierung der Cholesterinhydrosole. 319 


gelehrt, daß merkwürdigerweise die Verdünnung des Cholesterinsols 
keinen wesentlichen Einfluß auf seine H-Empfindlichkeit hat. Aller- 
dings habe ich die Verdünnung nicht ganz bis herunter zu der Rona- 
schen Konzentration ausgedehnt, da mir diese für meine Fragestellung 
nicht mehr von Bedeutung zu sein schien. Mir scheint aber zur Klärung 
dieser Differenz besonders geeignet eine Bemerkung zu sein, die Rona 
und Deutsch am Schluß ihrer Arbeit, ohne Hinweis auf die Differenz 
unserer Resultate, bringen, und die ich schon im methodischen Teile 
erwähnt habe. Diese Autoren haben ausschließlich mit Kahlbaumschen 
Cholesterin gearbeitet und in einem Probeversuch mit Cholesterin Merck 
eine größere Labilität (Flockung bei pu 6,0) gefunden). Wenn sie 
schreiben: ‚Das verschiedene Verhalten der beiden Cholesterinpräparate 
kann den Wert des Mitgeteilten nicht beeinträchtigen. Denn die Ver- 
suche wurden alle an dem gleichen Präparat angestellt und auf Grund 
der an diesem gefundenen Eigenschaften kombiniert“, so kann ich 
dem nur beipflichten, sowohl in bezug auf ihre, wie auf meine Resultate. 


IL - 

Ähnlich liegen die Dinge bei der Frage der Eiweißsensibilisierung. 
Rona und Deutsch haben hier keine einheitlichen Resultate erhalten. 
In einem Versuche änderte die Anwesenheit des Eiweißes nichts an 
dem gewohnten Verhalten des Cholesterins; in einem anderen wurde 
die Cholesterinsuspension innerhalb weniger Minuten vollständig 
geflockt, und zwar bei völliger Abwesenheit von Salzen. Woran dies 
liegt, ist auch mir unverständlich. Ich habe in meinen zahlreichen 
Versuchen niemals die Sensibilisierung durch Eiweiß vermißt, bei 
Verwendung verhältnismäßig hoher Eiweißkonzentrationen auch die 
spontane Koagulation des Cholesterins bei Abwesenheit von Salzen 
verzeichnet. Wenn Rona und Deutsch zu ihren Versuchen schreiben, 
daß sie mit möglichst definierten Eiweißkörpern, etwa kristallisiertem 
Eieralbumin, wiederholt werden müßten, so war diese Forderung 
bereits vor Erscheinen ihrer Arbeit von mir erfüllt; denn ich hatte 
bereits in meinen beiden früheren Publikationen mitgeteilt, daß Ov- 


1) Ich habe in einer Versuchsreihe mit Kahlbaumschem Cholesterin, 
das ich allerdings nach meiner Methode in kolloidale Lösung gebracht habe, 
im wesentlichen die gleiche Flockungskurve wie mit .Merckschem Chol- 
esterin erhalten. Nur wenn ich in der Verdünnung des Sols bis auf etwa 
0,02%, herunterging, war eine geringe Verschiebung nach der sauren Seite 
zu beobachten, die sich allerdings vor allem darin zeigte, daß die Flockung 
sehr viel später (erst nach 24 Stunden) begann als bei den sonst von mir 
verwendeten Konzentrationen. Ich möchte es also für wahrscheinlich 
halten, daß Verschiedenheit des Präparats, der Herstellungsart des Sols 
und der Cholesterinkonzentration zusammen dazu beitragen, um die 
Differenz unserer Resultate zu erklären. 
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l. 2ccm 1 % iges Cholesterinsol + 0,5ccm 2% iges e.-d. Serum 

2. 2 99 1 DI LEI + 0,5 ,, 1 LI , LE) 

3. 2 LE 1 LEI LEI + 0,5 LE Y, 39 99 LE) 

4. 2 „ 1 i da + 0,5 ,, Aqua dest. 

5. 2ccm 0,5 %iges Cholesterinsol + 0,5cem 2% iges e.-d. Serum 

6. 2 LE 0,5 LA 38 + 0,5 ., 1 LI 38 LE) 

7. 2 39 0,5 LE 33 + 0,5 LA A LI LE) LE) 

8 2 „ 05 Se eg + 0,5 ,, Aqua dest. 

9. 2ccm 0,25 % iges Cholesterinsol + 0,5ccm 2% iges e.-d. Serum 
10. 2 ,, 0 25 LEI 9 + 0,5 LE 1 LE) LE LA 
11. 2 ,, 0,25 LEI LE + 0,5 39 Y, LEI 29 LE) 
12. 2 „ 0,25 5 e + 0,5 , Aqua dest. 

13. 2ccm 0,1259; iges Cholesterinsol + 0,5ccm 29% iges e.-d. Serum 

14. 2 LE 0,125 LA , + 0,5 LE 1 LA LEI LA 

156. 2 „ 0,125 „ » +05 „ % „ za e 

16. 2 , 0,125 „ og + 0,5 ,, Aqua dest. 

17. 2ccm Aqua dest. + 0,5ccm 2% iges e.-d. Serum 

18. 2 LE LE LE + 0,5 39 Lé LE LE LEI 
Ablesung nach 1 Stunde. 

Pa | 238 | 38 | 43 A 5,2 6,0 6,6 
ron Beer 
1. | ee were Bee | ++ | ++ | ++ 
2 | — SC FF FT Fr Fr | TF 
3. = Tr TE TF = DA 2 
4. P TEF FF | Fe GE = | == 
5. — TFE TE SE TF = => 
9. = TE Tr SEI Tr ES | = 
Gu - ++ | ++ lo ++ | ++ | ++ = 
8. Tr ET T T | = u kee 
91 — + E A e = | - 

10.) — F Tr Tr SE | = = 
11. = FF +7 vun | SS | SS 
12. Hr Fr SES ch T ges | = 
18. | — e = - ! =- | - = 
14. — — — = ¡| — | — |} — 
15. | — — — - 1 loc = 
16. + + + = tl — — — 

| 
A E ar ter er 
18. — — — — — — — 


R. Stern: 


Versuchsprotokoll II. 


Je 2ccm variierten Tartratpuffers zugesetzt zu 


*) Dieses eigentümlich unregelmäßige Verhalten bei besonders hohen H.Konzentrationen 
hatte ich — wenn auch zeitlich und quantitativ etwas verschohen — schon in meiner früheren 
Mitteilung erwähnt, ebenso, daß eine Umladung der negativen Cholesterinteilchen als Ursache 
hierfür nicht in Betracht kommt. 
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Ablesung nach 4 Stunden. 


| 


4,3 


Ablesung nach 24 Stunden. 
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albumin genau so wie Serum und elektrodialysiertes Serum zur Sensi- 
bilisierung von Cholesterinsolen befähigt ist. 

Aus dem 8.320 mitgeteilten Protokoll II geht meines Erachtens 
einwandfrei hervor, daß eine solche Sensibilisierung!) nicht nur konstant 
vorhanden ist, sondern auch quantitative Abhängigkeit von der Kon- 
zentration der drei Faktoren: Cholesterin, Eiweiß und H-Ionen zeigt. 

Das Resultat dieser Protokolle läßt sich übersichtlich in vier 
Kurven darstellen, in denen pa als Abszisse, die Eiweißkonzentration 
als Ordinate aufgetragen und die jeweiligen Koagulationsschwellen 
als Kurvenpunkte miteinander verbunden werden. Für jede Chol- 
esterinkonzentration kann man dann eine solche Kurve aufzeichnen; 
die für die beiden mittleren Cholesterinkonzentrationen sich ergebenden 
sind aber identisch. Ich hatte auch schon oben darauf hingewiesen, 
daß bei fallender Cholesterinkonzentration die Verschiedenheit der 
Kurven geringer ist als man vielleicht hätte denken können. Denkt 
man sich die Kurven dreidimensional zusammengefaßt, so erhält. 
man einen Körper, durch den die Koagulation des Cholesterins inner- 
malb des biologisch interessanten Bereichs?) begrenzt wird. Die Kurven 


% % 
25 25 
| 20 30 
N : e 
E N N 
Q S 75 Si 
: ` : 
N Si N 
X Ar y 
. 05 05 
0 14) 
7 6 5 Y 7 6 g 
A d 
Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr. 
0,44 9/7 (nach Vers 0,22 und 0,110/0. 0,05 9/0. 
dünnung mit Eiweiß 
und Puffer). 


1) Daß eine solche Sensibilisierung eines negativ geladenen Kolloids, 
wie es das Cholesterin zweifellos ist (vgl. Literatur 1), durch ebenfalls 
negativ geladenes Eiweiß möglich ist, habe ich bereits in einer früheren 
Arbeit (4) ausdrücklich betont. Es scheint wichtig, hierauf nochmals 
hinzuweisen, da Andrejew (6) kürzlich geschrieben hat, daß eine solche 
Sensibilisierung nicht möglich sei. Seine Versuche sind allerdings mit einem 
einzigen negativ geladenen Sol (Berlinerblau) angestellt, so daß ihre Resultate 
meines Erachtens nicht verallgemeinert werden dürfen. 

2) Übrigens habe ich auch bei Anwendung sehr viel höherer Eiweiß- 
konzentrationen niemals an Stelle der Sensibilisierung eine Schutzwirkung 
beobachten können. Aus den oben erwähnten Gründen bin ich dieser merk- 
würdigen Tatsache nicht weiter nachgegangen. 
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verlaufen nicht stetig, lassen aber deutlich erkennen, daß die Koagulation 
abhängig ist von der Konzentration jedes einzelnen der drei Faktoren: 
Cholesterin, Eiweiß und H-Ionen. Was die klinische Auswertungs- 
möglichkeit dieser Versuche anlangt, so wird darauf an anderer Stelle 
noch ausführlicher eingegangen werden. 


Literatur. 


l) R. Stern, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 112. — 2) Rona und 
Deutsch, diese Zeitschr. 171, 91, 1927. — 3) Mislowitzer, ebendaselbst 159, 
72, 1925. — 4) R. Stern, ebendaselbst 144, 115, 1924. — 5) Derselbe, Klin. 
Wochenschr. 1925, S. 1615. — 6) Andrejew, diese Zeitschrift 182, 1. — 
Bezüglich der älteren Literatur sei auf das ausführliche Verzeichnis am 
Schluß meiner unter 1 zitierten Arbeit verwiesen. 
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albumin genau so wie Serum und elektrodialysiertes Serum zur Sensi- 
bilisierung von Cholesterinsolen befähigt ist. 

Aus dem 8.320 mitgeteilten Protokoll II geht meines Erachtens 
einwandfrei hervor, daß eine solche Sensibilisierung!) nicht nur konstant 
vorhanden ist, sondern auch quantitative Abhängigkeit von der Kon- 
zentration der drei Faktoren: Cholesterin, Eiweiß und H-Ionen zeigt. 

Das Resultat dieser Protokolle läßt sich übersichtlich in vier 
Kurven darstellen, in denen pa als Abszisse, die Eiweißkonzentration 
als Ordinate aufgetragen und die jeweiligen Koagulationsschwellen 
als Kurvenpunkte miteinander verbunden werden. Für jede Chol- 
esterinkonzentration kann man dann eine solche Kurve aufzeichnen; 
die für die beiden mittleren Cholesterinkonzentrationen sich ergebenden 
sind aber identisch. Ich hatte auch schon oben darauf hingewiesen, 
daß bei fallender Cholesterinkonzentration die Verschiedenheit der 
Kurven geringer ist als man vielleicht hätte denken können. Denkt 
man sich die Kurven dreidimensional zusammengefaßt, so erhält 
man einen Körper, durch den die Koagulation des Cholesterins inner- 
malb des biologisch interessanten Bereichs?) begrenzt wird. Die Kurven 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr. 
0,44% (nach Vers 0,22 und 0,11 0/0. 0,05 Glo, 
dünnung mit Eiweiß 
und Puffer). 


1) Daß eine solche Sensibilisierung eines negativ geladenen Kolloids, 
wie es das Cholesterin zweifellos ist (vgl. Literatur 1), durch ebenfalls 
negativ geladenes Eiweiß möglich ist, habe ich bereits in einer früheren 
Arbeit (4) ausdrücklich betont. Es scheint wichtig, hierauf nochmals 
hinzuweisen, da Andrejew (6) kürzlich geschrieben hat, daß eine solche 
Sensibilisierung nicht möglich sei. Seine Versuche sind allerdings mit einem 
einzigen negativ geladenen Sol (Berlinerblau) angestellt, so daß ihre Resultate 
meines Erachtens nicht verallgemeinert werden dürfen. 

2) Übrigens habe ich auch bei Anwendung sehr viel höherer Eiweiß- 
konzentrationen niemals an Stelle der Sensibilisierung eine Schutzwirkung 
beobachten können. Aus den oben erwähnten Gründen bin ich dieser merk- 
würdigen Tatsache nicht weiter nachgegangen. 
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verlaufen nicht stetig, lassen aber deutlich erkennen, daß die Koagulation 
abhängig ist von der Konzentration jedes einzelnen der drei Faktoren: 
Cholesterin, Eiweiß und H-Ionen. Was die klinische Auswertungs- 
möglichkeit dieser Versuche anlangt, so wird darauf an anderer Stelle 
noch ausführlicher eingegangen werden. 


Literatur. 


1) R. Stern, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 112. — 2) Rona und 
Deutsch, diese Zeitschr. 171, 91, 1927. — 3) Mislowitzer, ebendaselbst 159, 
72, 1925. — 4) R. Stern, ebendaselbst 144, 115, 1924. — 5) Derselbe, Klin. 
Wochenschr. 1925, S. 1615. — 6) Andrejew, diese Zeitschrift 182, 1. — 
Bezüglich der älteren Literatur sei auf das ausführliche Verzeichnis am 
Schluß meiner unter 1 zitierten Arbeit verwiesen. 


Zur Frage der Beeinflussung des Zellstoffwechsels 
durch das Hormon der Schilddrüse. (Versuche an Leucocyten.) 


Von 
W. Fleischmann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Wien, 
Abteilung Prof. Kolmer.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1927.) 


Die Beobachtungen Ashers!) über die hormonale Beeinflussung 
des phagocytären Vermögens der Exsudatleucocyten waren der Anlaß, 
auf Anregung von Herrn Prof. W. Kolmer diese Erscheinung näher 
zu analysieren, wobei nicht nur das phagocytäre Vermögen?), sondern 
auch die Energie liefernden chemischen Reaktionen — Zellatmung 
und Glykolyse — untersucht werden sollten. Ein Zusammenhang 
zwischen Sauerstoffaufnahme und Phagocytose ist ja schon von Ham- 
burger?) für möglich gehalten worden und erschien auch hier im Hinblick 
auf die allgemeine Annahme eines verminderten Sauerstoffverbrauchs 
des Blutes [Tsukamoto®)] und einzelner überlebender Organe [Asher 
und Rohrer*)] bei thyreopriven Tieren nicht ausgeschlossen. Auch 
war die Möglichkeit gegeben, an isolierten Zellen die Frage einer direkten 
Beeinflussung des Zellstoffwechsels in vitro durch Thyreoideapräparate 
zu untersuchen. 

Die Angaben úbor eine direkte Beeinflussung von Atmung und Gárung 
durch Schilddrüsenpräparate sind je nach der angewandten Methodik 
und den untersuchten Zellen sehr verschieden. Ahlgren!) konnte mit der 
Thunbergschen Methylenblaumethode eine deutliche Wirkung von Thyroxin 
selbst in Konzentrationen von 10-17 auf das Reduktionsvermógen zer- 


kleinerter Froschmuskulatur beobachten. Adler und Lipschitz?) fanden 
an demselben Objekt, Neuschloß®) an Lebergewebe Steigerung der Reduktion 


1) L. Asher, Klin. Wochenschr. 3, 308, 1924. 
2) W. Fleischmann, Pflügers Arch. f. d. ges. Phys. 215, 273, 1926. 
: 3) H. J. Hamburger, Phys.-chem. Untersuchungen über Phagocyten. 

Wiesbaden 1912. 

4) E. Tsukamoto, Tohoku Journ. of exper. Med. 6, 286, 1925. 

5) L. Asher und A. Rohrer, diese Zeitschr. 145, 154, 1924. 

6) @. Ahlgren, Skand. Arch. f. Phys. 47 (Supplementb.), 225, 1925. 
. Adler und W. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. 95, 181, 1922. 
. A. Neuschloß, Klin. Wochenschr. 3, 57, 1924. 
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von Dinitrobenzol durch Thyreoideaextrakt. Wohlgemuth und Klopstock!) 
beokachteten mittels der manometrischen Methode Warburgs eine 300% ige 
Beschleunigung der Atmung von Hautschnitten durch Zusatz von Thyreo- 
glandol. Hingegen sah Ellinger?*) bei Messung des O,-Verbrauchs von roten 
Blutkörperchen der Gans keine spezifische Förderung der Oxydationen 
durch Thyreoidea-Opton.  Vollmer*), der die Einwirkung von Thyreo- 
glandol auf den O,-Verbrauch isolierter Kalbsdarmzellen untersuchte, 
erhielt, „wenn auch nicht negative, so doch wenig ergiebige Resultate“, 
und kommt zu dem Ergebnis, daß man die Hormonwirkung nicht einfach 
als eine direkte Wirkung auf die Zelle auffassen dürfe. 

Was die Wirkung des Schilddrüsenhormons auf Gärungsvorgänge 
betrifft, so fand Tomita*) im Institut Neubergs, daß die alkoholische Gárung 
zellfreier Gäransätze von Hefe durch Thyroxinzusatz beschleunigt wurde; 
diese Gärungsbeschleunigung war allerdings inkonstant. Nach Ansicht 
des Autors dürfte es sich um Akzeptorbetätigung einer reduzierbaren 
Carbonylgruppe oder Doppelbindung handeln. Auch Rosenow®) beobachtete 
Beschleunigung der Hefegärung durch Zusatz von Thyreoidin (Poehl). 
Wohlgemuth und Klopstock (l. c.) sahen bei Hautschnitten Hemmung der 
Glykolyse durch Zusatz von Thyreoglandol. 

Als Methode verwendeten wir die manometrische Messung des Zell- 
stoffwechsels nach Warburg in der von Fleischmann und Kubowitz®) an- 
gegebenen Anordnung; nur wurde zur Messung der Glykolyse unter 
anaeroben Bedingungen nicht ein reines Stickstoff-Kohlensáuregemisch 
verwendet, sondern die Atmung wurde durch Zusatz von m/200 HCN 
gehemmt und die Glykolyse in einem Gasgemisch von 5% CO, in Luft 
untersucht. Wir hatten uns überzeugt, daß die Messung der Glykolyse 
unter diesen Bedingungen dieselben Werte ergab wie im reinen N,-CO,- 
Gemisch ohne HCN-Zusatz. 


Wir untersuchten zunächst Atmung und Glykolyse der poly- 
nucleären Exsudätleucocyten eines thyreopriven Kaninchens und 


fanden Werte, die wir mit den Vergleichswerten für das Normaltier in 
einer Tabelle zusammenstellen. 


Zellatmung Anaerobe Glykolyse 
I Q na 
| O, m 


Normaltier. 


Durchschnitt . . |  —4,3 | + 21,0 
Thyreoprives Tier. 
"047 0; + 20.0 
b gl j + 30,0 
— 3,4 | + 13,2 
— 2.4 — 
Durehschnitt . . —34 | + 21.1 


1) J. Wohlgemuth und E. Klopstock, diese Zeitschr. 175, 202, 1926. 
2) Ph. Ellinger, Zeitschr. f. phys. Chem. 119, 11, 1922. 

3) H. Vollmer, Arch. f. exper. Pathol. 96, 352, 1923. 

1) M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 175, 1922. 

5) L. P. Rosenow, ebendaselbst 159, 235, 1925; 160, 269, 1926. 

6) W. Fleischmann und F. Kubowitz, ebendaselbst 181, 395, 1927. 
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Es ist also kein eindeutiger Einfluß der Thyreoidektomie auf Atmung 
und Glykolyse der Exsudatleucocyten zu beobachten; das Absinken 
ihres phagocytären Vermögens dürfte daher andere Ursachen haben. 


Wir untersuchten ferner, ob der Zusatz von Thyroxin (Squibb) 
oder Thyreoidea-Opton nach Abderhalden (Merck) in vitro von Einfluß 
auf den Zellstoffwechsel der Leucocyten ist. Wir konnten weder bei 
Zusatz von Thyreoidea-Opton noch bei Zusatz von Thyroxin (0,02 mg) 
eine deutliche Änderung im Sauerstoffverbrauch der Leucocyten 
beobachten. Die kleinen Schwankungen, die oft bei Zusatz der Präparate 
eintraten, hielten sich durchwegs in der Fehlergrenze der Methode. 


Hingegen beobachteten wir eine deutliche, wenn auch nur kurz 
(etwa 30 Minuten) andauernde Beschleunigung der Glykolyse nach 
Zusatz von Thyroxin (0,02 bis 0,5 mg) oder Thyreoidea-Opton in vitro. 


Wir teilen als Anhang das Protokoll eines Versuchs mit, auf das 
wir auch bezüglich aller methodischer Einzelheiten verweisen. 


Es scheint also, daß die Leucocyten in bezug auf die Unmöglichkeit 
einer Beeinflussung der Zellatmung durch Schilddrüsenpräparate ein 
ähnliches Verhalten zeigen wie die roten Blutkörperchen der Gans 
nach den Befunden Ellingers; eher ist die milchsaure Gärung durch 
Thyroxin zu beschleunigen, worin wir vielleicht eine Bee zum 
Verhalten der Hefegärung erblicken dürfen. 


Die Notwendigkeit zahlreicher Einzelbeobachtungen an den ver- 
schiedenen Zellen des Körpers als Basis für eine Erklärung des Mechanis- 
mus der hormonalen Beeinflussung des Gesamtstoffwechsels möge 
als Rechtfertigung der Mitteilung dieser Befunde gelten. 


Zusammenfassung. 


1. Zellatmung und Glykolyse von Exsudatleucocyten thyreopriver 
Tiere erscheinen gegenüber der Norm unverändert. 


2. Durch Zusatz von Thyroxin und Thyreoidea-Opton in vitro 
wird die Zellatmung von Exsudatleucocyten nicht beeinflußt, hingegen 
die anaerobe Glykolyse merklich beschleunigt. 


Protokoll. 


Polynucleäre Exsudatleucocyten eines thyreopriven Kaninchens 
im Citratexsudat, dem 2g Glucose pro Liter zugesetzt war. 37,5%C. 
Bicarbonatgehalt: 2,8. 107? Mole ter Blausäuregehalt: 5.1073 
Mole /Liter. 


5cem Suspension enthielten 0,7 mg Leucocytentrockensubstanz. 
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Gastaúd ica san a une | 5%, CO; in Luft 
N | d == 8,0 
Volumina ........ seses oo ccm | ge 
GefáaBkonstante . . » 2 2202000. qmm kc O, = 0,99 
Druckäuderung in 30 ....... | 45mm Qe = +12, 
Zusatz von 0,5 mg Thyroxin 
Druckánderung in 30" ........ 9 mm Qe = +25,4 
a OOO e sidad ale | 5mm Q = +14,1 


Über den Fermentstoffwechsel der Bakterien. 


IV. Mitteilung!?): 
Anwendung der biologischen Glucosebestimmung. 


Von 
P. Rona, D. Nachmansohn und H. W. Nicolai. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universität 
Berlin, Charite.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 


In einer früheren Mitteilung?) wurde gezeigt, daß der Umstand, 
daß das Bakterium Coli in der Anoxybiose Rohrzucker wie auch Maltose 
nicht aufspaltet, seine Spaltprodukte hingegen unter Säurebildung 
zerlegt, zu einer Saccharase- bzw. Maltasebestimmung ausgearbeitet 
werden kann. Die fermentativ entstandenen Hexosen werden hierbei 
gasanalytisch bestimmt, indem man im Warburgschen Gefäß die 
Kohlensäure mißt, die von der Säure, die durch die Coliwirkung aus 
den Hexosen entstanden ist, aus dem Bicarbonat der Ringerlösung 
in Freiheit gesetzt wird. 

Im folgenden sollen Untersuchungen mitgeteilt werden, die die 
Brauchbarkeit und Anwendbarkeit dieser Methode dartun. 

Zunächst sollte geprüft werden, ob die Kohlensäuremenge, die 
beim anaeroben Glucoseabbau entsteht, in stöchiometrischem Ver- 
hältnis zur verschwundenen Zuckermenge steht. 

Die bei dem anaeroben Glucoseabbau durch Colibakterien entstehende 
Kohlensäure wurde in der von Warburg angegebenen (entsprechend modi- 
fizierten) Apparatur gemessen. Die anaeroben Bedingungen wurden her- 
gestellt durch Durchleiten von 5% CO, in N durch die Gefäße. Nach 15 Mi- 


nuten Temperaturausgleich im Thermostaten wurde die Bakteriumsuspension 
(Aufschwemmen von reiner Colikultur auf Schrägagar in Ringerlösung mit 


1) Ausgeführt mit Unterstützung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
2) P. Rona und H. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 212, 1926. 
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20 ccm 1,26%igem Natriumbicarbonat auf 100ccm der Lösung und 
Filtration durch Schleicher-Schüll-Filter) mit der Glucoselösung vermischt 
und die Druckzunahme 45 Minuten verfolgt. Die Reaktion wurde dann 
unterbrochen, aus jedem Gefäß 1,0 ccm Lösung entnommen, mit 1,0 ccm 
l] %iger kolloidaler Eisenhydroxydlösung versetzt und kurz erhitzt. Auf 
diese Weise gelingt die Enteiweißung vollkommen. Im Filtrat wurde die 
Zuckermenge, die nach der Einwirkung der Bakterien noch vorhanden 
war, nach Hagedorn-Jensen bestimmt. In derselben Weise stellten wir die 
Zuckermenge bei Beginn des Versuchs fest. Die Menge des gespaltenen 
Zuckers ergibt sich einmal aus der Differenz der nach Hagedorn-Jensen 
bestimmten Zuckermenge vor und nach dem Versuch, dann aus der Druck- 
zunahme im Manometer berechnet unter der Annahme, daß zwei Moleküle 
der entstandenen Kohlensäure einem Molekül der verschwundenen Glucose 
entsprechen (vgl. Versuche 1 bis 4 auf S. 333). 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 
| Glucoseverbrauch in mg | Fehler (abgerundet) 
Gefäß. | 
Nr. "berechnet aus d. | bestimmt 
| Druckzunahme | nach H.-J. , | 
AA ER FE SER SEE E a N Ghe 
Versuch I © 87 1 0,634 0,657 — 3,5 | 
40 0.618 0,647 —45 —45 
A 0,622 0,657 — 55 | 
Versuch II ' 37 1,208 1,222 —1 l _35 
41 1,176 1,252 -.—6 ` ' 
Versuch II | 41 ` 1,268 1.216 +4 | 
42'118 vu ' E3 | +% 
Versuch IV | 4 | 1184 | 1185 o ` 0 


Man sieht, daß die Glucosewerte manometrisch und nach Hagedorn- 
Jensen gemessen innerhalb einer Fehlergrenze von + 4%, überein- 
stimmen. Damit ist die Brauchbarkeit der Methode zur quantitativen 
Glucosebestimmung erwiesen. Sie unterscheidet sich grundsätzlich 
von den bisherigen, polarimetrischen oder auf Reduktion beruhenden 
Methoden. Von Bedeutung ist hierbei das verschiedene Verhalten der 
Mono- und Disaccharide, das bei gewissen Problemen mit Vorteil 
verwendet werden kann. 

Die Annahme, daß unter den von uns gewählten anaeroben Be- 
dingungen zwei Moleküle Milchsäure aus einem Molekül Glucose ent- 
standen seien und diese die Kohlensäure aus dem Bicarbonat austreibt, 
bestätigte sich nicht. Vielmehr ergab die Untersuchung, daß bei den 
daraufhin geprüften Colistámmen nicht mehr als etwa 20 bis 30%, des 
Zuckers zu Milchsäure abgebaut waren (vgl. S. 333). 


Zur Bestimmung der Milchsäuremengen, die beim anaeroben Glucose- 
abbau durch Colibakterien unter den Versuchsbedingungen entstehen, 


330 P. Rona, D. Nachmansohn u. H. W. Nicolai: 


gingen wir in derselben Weise vor wie bei der Glucosebestimmung. Aus der 
Druckzunahme in den Manometern hatten wir ein Maß für die Menge des 
abgebauten Zuckers, die aber zur Kontrolle noch außerdem nach Hagedorn- 
Jensen festgestellt wurde. Nachdem wir die Bakterien 45 Minuten auf die 
Glucoselösung hatten einwirken lassen, wurde der Versuch unterbrochen. 
Für eine Milchsäurebestimmung wurde aus zwei Gefäßen l ccm entnommen, 
nach Schenck enteiweißt, im Schenckfiltrat die Milchsäure nach Fürth- 
Charnas bestimmt. Wir gingen dabei nach einer Anordnung vor, wie sie 
im Institut von Meyerhof verwendet wird!). Diese Anordnung gestattet, 
Milchsäuremengen von 0,5 mg noch sehr genau mit einem konstant bleiben- 
den Defizit von 6 bis 7%, zu bestimmen, während die bisher übliche Art 
Mengen von mindestens 3 bis 4 mg Milchsäure erforderte. Die Apparatur 
ist im Prinzip dieselbe, aber von wesentlich kleineren Dimensionen als die 
bisher übliche. Der Destillationskolben faßt nur 100 cem. Der aufsteigende 
Schenkel des Destillationsrohres ist etwa 12 cm lang, der horizontale etwa 
15cm. Das Destillat wird in einer Liebigschen Vorlage aufgefangen. Eine 
Eiskühlung ist nicht erforderlich. Die Kaliumpermanganatlösung wird 
in einer Konzentration von n/750 bis n/1000 angewandt. Ihre Tropfgeschwin- 
digkeit wird so geregelt, daß das Flüssigkeitsniveau dauernd konstant 
bleibt. Vorgelegt wird n/100 Kaliumbisulfitlösung in etwa vier- bis fünf- 
fachem Überschuß der zu erwartenden Milchsäuremenge. Die Titration 
wird in Anlehnung an Klausen ausgeführt: Das überschüssige Kalium- 
bisulfit wird durch die Jodlösung entfernt (bis zur Blaufärbung), dann wird 
die Bisulfitaldehydverbindung durch Zugabe von Natriumbicarbonat ge- 
sprengt und die Aldehydmenge durch Titration des frei gesetzten Bisulfits 
direkt bestimmt. 

Methodisch wäre noch hinzuzufügen, daß bei der Milchsáurebestimmung 
die Enteiweißung mit Schwierigkeit verknüpft war. Die Enteiweißung mit 
kolloidalem Eisenhydroxyd ergab, daß im Filtrat sich nur noch 40°, der 
Milchsäure befinden; der Rest wird offenbar adsorbiert. Nach der Methode 
von Schenck, wie üblich ausgeführt, gelingt es nicht, die Bakterien zu fällen. 
Dies gelingt aber, wenn nach dem Zusatz von Salzsäure und Sublimat 
gleich H,S eingeleitet wird, ohne erst zu filtrieren. Dann war das 
Filtrat klar und gab auch mit Sulfosalicylsäure keine Trübung. 

Die Bakteriensuspension in Wasser flockt im isoelektrischen Punkt 
aus, nicht aber die Suspension in der Ringerlösung. Erst das dreiwertige 
Aluminiumion (in einer Konzentration !/soo molar) vermag auch die in 
Ringerlösung suspendierten Bakterien auszuflocken. 


II. 


Weiterhin wurde die Wirkung der Colibakterien auch auf andere 
Zuckerarten wie Mono- und Disaccharide geprüft. Es ergab sich, in 
Übereinstimmung mit früheren Angaben, daß die Colibakterien außer 
Glucose auch Fructose und Galaktose angreifen, die Disaccharide: 
Maltose, Saccharose und Lactose hingegen nicht. Eine Maltase fand 
sich unter den etwa 20 von uns untersuchten Stämmen ein einziges Mal, 


1) Herrn Prof. Meyerhof sprechen wir für die Demonstration dieser 
Anordnung unseren besten Dank aus. 
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Saccharase und Lactase konnten wir bei keinem der daraufhin geprüften 
Stämme nachweisen. Bei der Spaltung der Fructose, wie bei der der 
Glucose entstehen für jedes verschwundene Zuckermolekül zwei Moleküle 
Kohlensäure, während bei der Galaktose die entstandene Kohlensäure 
nicht im stöchiometrischen Verhältnis zu dem verschwundenen Zucker 
steht (vgl. Versuch 8.335). Die Reaktionsgeschwindigkeit der drei 
Hexosen ist verschieden; unter gleichen Bedingungen wird die Glucose 
sehr schnell, Fructose langsamer, Galaktose sehr langsam gespalten. 
Entsprechend der Beobachtung von Harden und von Waillstátter und 
Söhngen an Hefen konnte auch für das Bact. coli gezeigt werden, daß 
sie sich an Galaktose erst gewöhnen müssen. Im Gegensatz zu dem 
geradlinigen Verlauf der anderen Zuckerspaltungen finden wir bei der 
Galaktosekurve eine typische Induktionszeit, in der die Spaltung 
äußerst langsam vor sich geht, um dann immer schneller zu werden 
(vgl. Versuch $. 334). 


Bei gleichbleibender Substratmenge und steigender Konzentration 
vergrößert sich die Geschwindigkeit ungefähr proportional der letzteren. 


IH. 


Die Tatsache, daß das Bact. Coli Glucose quantitativ meßbar 
angreift, die Disaccharide hingegen nicht, konnte zur experimentellen 
Bearbeitung einiger Probleme des fermentativen Kohlenhydratabbaues 
benutzt werden. So war zum ersten Male ein direkter — nicht auf 
Reduktion oder Polarisation beruhender — Nachweis möglich, daß 
der Stärkeabbau durch Amylase nur bis zur Maltose geht. Da die 
Colibakterien Glucose angreifen, Maltose aber nicht, so darf die durch 
Amylase abgebaute Stärke durch Coli nicht angegriffen werden, d.h. es 
darf durch Coliwirkung in dem Versuchssystem keine CO, (nachweisbar 
durch die Druckzunahme im Manonieter) entstehen. Voraussetzung 
ist, daß die Amylase frei von Maltase ist. 


Wir stellten Versuche mit Speichel- und Pankreasamylase an und 
konnten mit unserer Methode in der Tat nachweisen, daß bei Abwesenheit 
von Maltase keine Glucose entsteht, die Stärke vielmehr nur bis zur 
Maltose abgebaut wird. Besonders gut gelang uns dieser Nachweis 
bei der Speichelamylase; unsere Pankreasamylase war dagegen trotz 
weitgehender Reinigung nach Willstätter stets mit Spuren von Maltase 
verunreinigt, so daß wir je nach der Stärke und der Einwirkungsdauer 
der Fermentlósung 5 bis 10 bis 15% der nach Willstátter und Schudel 
bestimmten Maltose aus der abgebauten Stärke als Glucose fanden. 
Daß es sich hierbei um eine Maltasewirkung und nicht um die Wirkung 
der Amylase handelte, ging daraus hervor, daß auch eine reine Maltose- 
lösung bei Zusatz derselben Fermentlösung, je nach Stärke und Dauer 
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der Einwirkung, in dem Warburg-Apparat ebenfalls eine Druckzunahme 
ergab. Die Speichelamylase erwies sich hingegen in einer Reihe von 
Fällen, ebenso geprüft, frei von Maltase (vgl. Versuch S. 336). So war 
es auf biologischem Wege möglich, den Nachweis direkt zu erbringen, 
daß die Amylase die Stärke nur bis zur Maltose abbaut. Aus den Ver- 
suchen geht auch hervor, wie außerordentlich geringe Spuren von 
Maltase mit der angegebenen Methode zu erfassen sind. 


Ein weiteres Problem des fermentativen Kohlehydratabbaues, das 
mit dieser Methode untersucht werden konnte, war das folgende. Kuhn 
konnte zeigen, daß die pflanzliche (Malz-) Amylase eine ß-, die tierische 
(Pankreas-) Amylase eine a-Amylase ist. Als Endprodukt erscheint 
in beiden Fällen die a-glukosidische Maltose, nur erscheint sie primär 
in einem Falle als ß-Glucose-a-Glucosid, im zweiten als a-Glucose- 
a-Glucosid. Daraus folgt, daß die Amylasen durch Hydrolyse ver- 
schiedener Bindungen aus dem gleichen Kohlehydratgrundkörper zu 
der gleichen Maltose führen. Pringsheim und Leibowitz konnten nun 
durch gleichzeitige Einwirkung von f- und a-Amylase (aus Malz und 
Pankreas) Amylose statt zu Maltose gleich zu Glucose spalten, was 
eine schöne Bestätigung der Kuhnschen Vorstellung ist. Weiterhin 
fanden Pringsheim und Leibowitz, daß auch ein Gemisch von Speichel 
und Pankreasamylase die Stärke zu Glucose aufspaltet!). Daraus 
wäre dann zu schließen, daß die Speichelamylase eine ß-Amylase ist. 
Im Gegensatz zu Malzamylase ist jedoch der direkte polarimetrische 
Nachweis, daß bei der Kohlehydrathydrolyse durch Speichelamylase 
allein als primäres Spaltprodukt f-Glucose-a-Glucosid entsteht, noch 
nicht erbracht. Dies ist um so mehr zu beachten, als Malz- und 
Speichelamylase sich nicht ganz gleich verhalten. Malzamylase spaltet 
die Amylobiose von Pringsheim, Speichelamylase dagegen nicht. 

Der Befund von Pringsheim und Leibowitz über die gleichzeitige 
Wirkung von Speichel- und Malzamylase wurde nun mit unserer Methode 
nachgeprüft. Er konnte nicht bestätigt werden. Die gleichzeitige Ein- 
wirkung beider Fermente ergab keine größere Glucosemenge als die 
sehr kleine bei der Wirkung der einzelnen Fermente (durch ihre Ver- 
unreinigung mit Maltase) entstandene. Die Unterschiede lagen durchaus 
im Rahmen der Fehlergrenze. Untersucht wurde die gleichzeitige Ein- 
wirkung gleicher Mengen (in Amylaseeinheiten) von Speichel- und 
Pankreasferment, wie auch die Einwirkung von Pankreasferment im 
Überschuß (im Verhältnis 4:1), da Pringsheim und Leibowitz einen 
Überschuß von Pankreasferment als günstig angeben. Auch in diesem 
Falle war der Befund negativ. Nachfolgende Tabelle (vgl. Versuch 
18 ànd 19) illustriert die Verhältnisse. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 991, 1926. 
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Tabelle II. 

i | | Glucose in °/, der 
Ver: WirkssnesFerment | Maltose | Glucose gelünden | verzuckerten Stärke 
such NET u 

nach nach | nach nach 

8 Tv më | 20Std. | 140 Std. 20 Std. | 140 Std 

| Speichelamylase . . . . . .. | 178 ' 0,04 | 0,1 2,2 | 5.6 

I Pankreasamylae . . .... 196 034 | 037 _173_| 188 _ 

: Speichel- + Pankreasam ylase 1 1,96 d 0,37 | 0.53 ı 18,8 188 | 270 27,0 

i _Speic helamylase . . . . .. E 1, T8 ` 0,048 d 0,15 27 a7 | 84 84 

H - Pankreasam ylase ara, Di 0, 16 | 0,184 184. j 1 | 10,5 
—Speichel- + Pankreasamylase . , 1,71 || 0,172 | 0,236 ts 106 13,8 


Zusammenfassung. 


Die Brauchbarkeit und Anwendungsmöglichkeit der biologischen 
(gasanalytischen) Zuckerbestimmungsmethode für das Studium der 
Saccharase- und der Maltasewirkung wird erörtert. Die Methode 
gestattet auch die reine Amylasewirkung ungestört von beigemengter 
Maltase zu untersuchen. Eine Aufspaltung der Stärke durch die kom- 
binierte Wirkung der Speichel- und Pankreasamylase zu Glucose, wie 
dies Pringsheim und Leibowitz angegeben haben, konnte nicht ge- 
funden werden. 


Auszug aus den Protokollen. 


1. Vergleich der manometrisch gemessenen CO,-Menge und der Menge der 
verschwundenen Glucose, bestimmt nach Hagedorn und Jensen. 


Versuch 1. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 156,2 emm, 
entsprechend 0,625 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 0,654 mg. 


Versuch 2. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 298 cmm, 
entsprechend 1,192 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 1,237 mg. 


Versuch 3.  Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 307 cmm, 
entsprechend 1,228 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 1,229 mg. 


Versuch 4.  Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 296 cmm, 
entsprechend 1,184 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 1,185 mg. 


2. Vergleich der direkt bestimmten Milchsduremenge mit der Menge 
des gespaltenen Zuckers. 
Hierbei wurde die Zuckerspaltung in der Warburgapparatur, die 


Zuckermenge vor und nach Beendigung des Versuchs nach Hagedorn- 
Jensen, die Milchsäuremenge in der im Text skizzierten Weise bestimmt. 
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Versuch $. Traubenzucker abgebaut 0,543 mg, Milchsäure gefunden 
0,09 mg, also 16,5%. 

Versuch 6. Traubenzucker abgebaut 0,536 mg, Milchsäure gefunden 
0,067 mg, also 12,5%. 

Versuch 7. Traubenzucker abgebaut 0,61 mg, Milchsäure gefunden 
0,135 mg, also 22%. 

Versuch 8. Traubenzucker abgebaut 0,69 mg, Milchsáure gefunden 
0,09 mg, also 13%. 

Versuch 9. Traubenzucker abgebaut 0,87 mg, Milchsáure gefunden 
0,067 mg, also 7,7%. (In einer Kontrollbestimmung mit zugefügter Milch- 
sáure wurden 93,6% wiedergefunden.) 


3. Prüfung der Spaltung der Hexosen der Disaccharide durch Bact. coli. und 
Prüfung der Reaktionsgeschwindigkeit der drei Hexosen und ihre gegenseitige 
Beeinflussung. 


In einer größeren Versuchsreihe mit mehreren Colistämmen konnte 
das Fehlen von Maltase, Lactase und Saccharase festgestellt werden. 


Fructose wird gespalten, und zwar entstehen ebenso wie bei der Glucose 
für ein Molekül Fructose zwei Moleküle Kohlensäure, 


Versuch 10. Gemessene Druckzunahme 117 cmm bzw. 120,5 cmm, ent- 
sprechend 0,468 bzw. 0,482 mg Fructose; polarimetrisch bestimmt 0,451 mg. 
Die Werte stimmen auf 3,5 bzw. 6,5, überein. ` 


Die Prüfung auf Galaktose ist mit zwei verschiedenen Stämmen vor- 
genommen worden. Ein stöchiometrisches Verhältnis zwischen ver- 
schwundenem Zucker und entstandener Kohlensäure konnte nicht gefunden 
werden. Hier sei nur graphisch ein Versuch über die Galaktosespaltung 


O 10 20 30 ai 50 60 70 80 30 100 70 120 130 %D 750 
MIn. 


Abb. 1. 


Fermentstoffwechsel der Bakterien. IV. 335 


bei gleichbleibender Substratmenge (für jeden Versuch 0,423 mg Galaktose) 
und variabler Bakterien- (Ferment-)menge wiedergegeben. Die Bakterien- 
konzentration verhält sich wie 1: 2:4 (Versuch 10). 


Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, liegt eine Induktion der Wirkung 
vor. Nach der ersten Stunde werden die Druckzunahmen größer, die Kurve 
wird steiler. 


Die Abb. 2 illustriert die Verschiedenheit der Reaktionsgeschwindig- 
keiten der drei Hexosen und ihre gegenseitige Beeinflussung. 


Y 


0 nn 2 30 mw 50 60 70 80 


Abb. 2 1). 


Von jeder Zuckerlósung wurden im Versuch gleiche Mengen 1,5 mg 
(in 0,5 ccm) angewendet, ebenso von der Bakteriensuspension (je 0,5 ccm). 


Wie man sieht, wird in dem Versuch die Glucose etwa doppelt so schnell 
gespalten wie die Fructose, und die Fructose etwa viermal so schnell wie 
die Galaktose. Die Anwesenheit von Fructose und Galaktose übt keinen 
merklichen Einfluß auf die Glucosespaltung aus; das Gemisch von Fructose 
und von Galaktose zeigt hingegen eine Druckzunahme, die etwa der Summe 
der einzelnen Spaltungen entspricht (Versuch 12). 


In dem Versuch ist bei dem Gemisch Glucose—Galaktose eine gering- 
gradige Verlangsamung der Druckzunahme gegenüber dem Gefäß mit 
Glucose allein beobachtet. Da die Glucose- und die Fermentmenge in beiden 
Gefäßen gleich groß ist, in dem einen Gefäß aber außer der Glucose noch 
ein zweites spaltbares Substrat vorhanden ist, und somit eher eine Ver- 
größerung der Druckzunahme zu erwarten wäre, lag die Annahme nahe, 
daß es sich um eine Hemmung der Glucosespaltung durch die Galaktose 
handelt. Versuche mit größeren und steigenden Mengen von Galaktose- 
(im Verhältnis von 1:2:4) Zusatz zur Glucose, zeigten jedoch keine 
größere Verlangsamung der Spaltung, so daß die Annahme einer Hemmung 
fallen gelassen werden muß. 


1) Der Verlauf der Spaltung des Gemischs von Glucose und Fructose 
ist in die Abbildung nicht eingetragen, da sie dadurch nur unübersichtlich 
würde. Die Kurve liegt zwischen der Glucosekurve und der Kurve des 
Gemisches von Glucose und Galaktose. 
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4. Prüfung der Ausflockbarkeit der Colibakterien im isoelektrischen Punkt 
bei Suspendierung in Wasser, in Ringerlösung und bei Zusatz von Aluminium- 


Tabelle III. 
| Essigsaurer | | 
PH | Natriumacetats 3,8 
puffer S 
Bakterien im Wasser | 0,1 n = ap ar + Sg SSES T 
suspendiert as a ae res >. p dE 2 == 
Bakterien in Ringer- o, Win | n | = | i — — Z FE 
lösung suspendiert 0 020 | n TA A8 es | a | SE 
Bakteriensuspension 0,1 n S | + a ++ er e 
in Ringerlósung | 
nach Zusatz von Al es 0,2 n | T ++ a oe | F 
(soon molar) | 


— flockt N -+ flockt. Beobachtung nach einer Stunde. 


5. Prüfung der Enteiweißung mit kolloidalem Eisenhydroxyd bei der Zucker- 
bestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


Zuckergehalt der Zuckerlósung (0,45 ccm) vor der Enteiweißung im 
Durchschnitt (drei Versuche) 0,127 mg; Zuckergehalt der enteiweißten 
Zuckerlösung (0,45 cem Glucoselósung, 0,9 ccm Eisenhydroxyd, 0,45 com 
Bakteriensuspension, vom Filtrat 0,45 ccm) im Durchschnitt (drei Ver- 
suche) 0,122 mg. 


6. Stärkeabbau durch Speichelamylase. 


Versuch 13. a) Ansatz. 50 ccm 0,25% iger löslicher Stärke wurden 
mit 5ccm 100fach verdünntem Speichel und 1,0ccm 0,2 n NaCl versetzt 
und 16 Stunden im Brutschrank gehalten. (In der Kontrollbestimmung 
bei der Maltosetitration wurden 50 ccm derselben Stárkelósung mit 2 ccm 
n-Salzsäure und denselben Mengen Speichelferment und Kochsalzlösung, 
wie im eigentlichen Versuch versetzt.) Eine Pufferung wurde nicht vor- 
genommen, da sie die Kohlensäure aus der Ringerlösung (bei der Gasanalyse) 
retinieren bzw. austreiben kann; sie ist auch nicht erforderlich, da die 
neutrale Lösung eine hinreichend günstige Bedingung für die Amylase- 
wirkung (Optimum pg 6,8) darstellt. 

b) Die Maltosetitration erfolgte nach Willstátter-Schudel. 17,15 mg 
Maltose entsprechen Leem 0,1n Jod. In unserem Versuch verwandten 
wir 10 ccm der verdauten Stärkelösung zur Maltosebestimmung, versetzten 
sie mit 10ccm n/10 Jodlósung und 25ccm n/l0 Natronlauge. Nach 
15 Minuten wurde mit 3 ccm 20 % iger Schwefelsäure angesäuert und titriert. 
Es wurden 8,90 ccm n/10 Natriumthiosulfatlösung verbraucht. Bei der 
Leerbestimmung, bei der 5ccm Jodlösung vorgelegt wurden, verbrauchten 
wir 4,90 ccm der Thiosulfatlösung. Demnach betrug der Jodverbrauch 
1,0 ccm = 17,15 mg Maltose, in den 56ccm waren also 96 mg Maltose. 
Da der Stärkegehalt der Lösung 125 mg betrug, waren also 76,89, verzuckert. 
In jedem Kubikzentimeter der verdauten Stärkelösung waren also 1,71 mg 
Maltose. 
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c) Versuch in der Warburgapparatur. Zwei Gefäße wurden mit je 
Leem der verdauten Stärkelösung gefüllt (in Leem 1,71 mg Maltose), 
ein Gefäß wurde zur Leerbestimmung (mit Ringerlösung) benutzt, in einem 
weiteren die Bakterien auf Maltase geprüft und in zwei Gefäßen prüften 
wir, ob die Stärkelösung (0,25 % ig) und die Amylase (1000fache Verdünnung) 
allein keinen Ausschlag im Manometer bewirken. 


Tabelle IV. 
| 3 = 40 | 42 | 37 | 3 IA 
40 | w | 586 | 600 | 607 | 628 
. | 0,5 E o5 | os | os | os | aw 
S eichel« | verdauter | verdauter | Ringerlös. | Maltose | 0,250!,iger 
; Ferment | Stärke Stärke | (Leervers.) 2 0/00 Stärke 
| emm ; cmm cmm cmm cmm cmm 
| | 
0 0 
0 0 
0,5 0,6 
1 0,6 
2 0,6 
2 0,6 
2,5 0,6 
2,5 0,6 


`s 
~ 


Es findet also in keinem Gefäß eine Druckzunahme statt. Daraus geht 
hervor, daß nur Maltose, aber keine Glucose durch die Einwirkung der 
Amylase auf die Stärke entstanden war. 

Versuch 14. Stärkeabbau durch Speichelamylase. Ansat und Titration 
wie im vorigen Versuch. Der Jodverbrauch der verdauten Stärke betrug 
0,95 ccm = 16,3 mg Maltose. Demnach waren 91,3 mg Maltose in 56 ccm, 
also 73% verzuckert. In jedem Kubikzentimeter der verdauten Stärke- 
lösung waren also 1,63 mg Stärke. Anordnung in der Warburgapparatur 
ebenfalls wie im vorigen Versuch. 


Tabelle V. 
Gefäß»Nr | 
kC Oz | 
Bakteriensuspension, ccm . + 05 | 05 on Í o | 0.5 | 0,0 
Ea Een 3 Speichel» 
l ccm Lösung von | verdauter at Ringerlös. ee | a Ferment 
| cmm cmm cmm | 
Nach 0’ 0 | 0 0 | 0 0 | 0 
” 10 | 3 5 1,5 1,0 0 8 
„ 12 Lö DA 3 1,5 1.0 10 
” 20 | 6.5 9.5 4 2 1.0 11 
” 25 65 10,0 4.5 2 1.0 12 
” 30 65 10.0 4.5 3 1.5 12 
” 35 6.5 10,0 45 3.5 1.5 12 
» 40 65 | 100 5 3,5 1,5 12 


22* 
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Versuch 15. Stärkeabbau durch Speichelamylase. Der folgende Versuch 
wurde mit einer Speichelamylase ausgeführt, die mit Maltase verunreinigt 
war. Der Versuch ist im Prinzip ebenso angelegt, wie der vorige. Es wurden 
nur 25 cem einer 0,25% igen Stárkelósung mit 1 cem 100fach verdünntem 
Speichel und 1l cem Kochsalzlösung versetzt. Gleichzeitig wurden 10 ccm 
einer 1°/„igen Maltoselósung mit 2ccm Speichel versetzt in den Brut- 
schrank getan. Die Titration wurde mit 13,5 ccm verdauter Stärke vor- 
genommen. Nach Abzug des Leerwertes waren 1,4ccm n/10 Jodlösung 
verbraucht. Dies entspricht 24,2 mg Maltose, d h. 77% der Stärke waren 
verzuckert. In l ccm der verdauten Stärkelösung waren 1,79 mg Maltose. 
Ein Versuch mit Stärkelösung allein erübrigt sich, da er stets ohne Druck- 
zunahme verlaufen war. 


Tabelle VI. 


Z che, Speichel- 
z verdauter | verdauter | Ringerlös. |Maltose er 
en von | Stärke Stärke |(Leervers.)| (file |10fa dead cn + Malto : A 


cmm 


ar 


~ 


nen 


BI 


Dn Ca 
E GO E OH 


On 
Va Va Va UON CH 


DD) O) CH de e O 
E 
A w w CH bäi hät e 
pá 
ID DD O O a O 


NDIN 


Die Druckzunahme in den Gefäßen, die die verdaute Stārkelösung 
enthielten, entspricht nach Abzug des Leerwertes 0,186 mg Glucose. Da 
das Gefäß 1,79 mg Maltose enthielt, waren also etwa 10% davon an Glucose 
gespalten. Daß dies auf eine Verunreinigung mit Maltase zurückzuführen 
ist, läßt sich daraus schließen, daß im Gefäß mit Maltose allein keine Druck- 
zunahme erfolgte, wohl aber im Gefäß, das Maltose + Speichel enthielt. 
Hier entspricht die Druckzunahme 0,082 mg Glucose. Da das Gefäß 1 mg 
Maltose enthielt, waren demnach etwa 8%, zu Glucose gespalten. Dies 
entspricht in der Größenordnung der Glucose bei der verdauten Stärke- 
lösung. 


7. Stärkeabbau durch Pankreasamylase. 


Die Reindarstellung der ungereinigten (stark mit Maltase verunreinigten) 
Pankreasamylase erfolgte nach Willstätter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. 
Der Ansatz erfolgte im wesentlichen wie beim Versuch mit Speichelamylase. 
25ccm 0,25% iger Stärke wurden mit Leem Fermentlósung und 1 cem 
0,2n NaCl-Lósung versetzt und in den Brutschrank gestellt. Die Maltose- 
titration ergab nach Abzug des Leerwertes einen Verbrauch von 1,45 ccm 
n/10 Jodlösung für 13,5 ccm der verdauten Stärkelösung. Dies entspricht 
24,87 mg Maltose. Die Gesamtlósung (27 ccm) enthielt also 49,74 mg; 
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es waren demnach 79%, verzuckert. l ccm enthielt 1,84 mg Maltose. Gleich- 
zeitig mit der Stärkelösung wurden 25ccm einer 2°/„igen Maltoselósung 
mit 2ccm Fermentlösung angesetzt. 

In der Warburgapparatur wurde ein Gefäß mit der verdauten Stärke- 
lösung gefüllt, ein anderes mit einer 2°/„igen Glucoselösung, ein drittes 
mit 2°/„iger Maltoselösung, ein viertes mit unverdünnter Fermentlósung 
und das letzte mit der mit Amylase versetzten Maltoselösung (Versuch 17). 


Tabelle VII. 


GefiBiNr. o... ... ps |s | a y 0.] 4]. 
kooz arco) es ya © en 607 | sœ | so | es | se 
Bakteriensuspension, ccm . i 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 


Maltose 


N verdauter Pankreas» | Ringerlös. 
1 ccm Lösung von . . » p Stärke Ferment | (Leervers.) Glucose | Maitose + Amylase 
d cmm cmm cmm 


Nach 0’ 0 0 
„210 8, 2 1 
> 1 14,5 3 2 
„a0 20 3.5 30 2 
n 25 25 4 40 2,5 11 
„30 31 4,5 49 3 12 
„35 i 36 4.5 58 3 14 
, 40 36 4,5 67 3 15 
„8 36 5 77 3 16 
„ 50 | 86 5 87 3 16 


Aus der Druckzunahme in dem Gefäß, das die verdaute Stärke enthält, 
läßt sich nach Abzug des Leerwertes eine Glucosemenge von 0,124 mg be- 
rechnen. Da in dem Gefäß 1,84 mg Maltose vorhanden waren, entspricht 
diese Menge etwa 7%. Auch hier läßt sich diese Spaltung auf Maltase- 
verunreinigung des Ferments zurückführen, da die reine Maltaselösung 
ebenfalls eine, wenn auch geringe Spaltung aufweist, entsprechend 0,044 mg 
Glucose. Die Druckzunahme in dem Gefäß mit Fermentlösung allein ist 
nicht als Spaltung anzusehen, da sie plötzlich erfolgt ist, und dann nicht 
weitergeht; wahrscheinlich ist sie auf die Austreibung von Kohlensäure 
durch Säurespuren zu beziehen, die die hier unverdünnte Fermentlösung 
enthält; die Fermentlösung in den anderen Gefäßen ist hingegen 25fach 
verdünnt. 


8. Untersuchung des Stärkeabbaues bei gleichzeitiger Einwirkung 
von Speichel- und Pankreasamylase. 


Feststellung der Wirkungskraft der Fermente. Die Feststellung der 
Amylase-Einheiten (Am-E) in den verwendeten Fermentlösungen erfolgte 
nach Willstätter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. Gefunden wurden für 
Leem unseres Speichelferments 0,004 Am-E und für Leem der Pankreas- 
amylase 0,017 Am-E. 


Versuch 18. Von diesen Fermentlösungen wurden je 1 ccm verwandt. 
Die Pankreasamylase war demnach in etwa vierfachem Überschuß. 
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Es wurden drei Gefäße mit je 25ccm 0,5% iger Stärke angesetzt. 
Ein Gefäß wurde mit 1 ccm Speichelferment, das zweite mit 1 ccm Pankreas- 
ferment, das dritte mit je l ccm beider Fermentlösungen versetzt. Dazu 
kam in jedes Gefäß 1ccm 0,2n Kochsalzlósung. Gleichzeitig wurden drei 
Kontrollen zur Bestimmung des Leerwertes bei der Maltosetitration an- 
gesetzt. Außerdem wurden zwei Gefäße mit je 25ccm Art iger Maltose- 
lösung mit je 1 ccm Speichel- bzw. Pankreasferment versetzt. (Der Einfach- 
heit halber bezeichnen wir die durch Pankreas abgebaute Stärke mit 
P-Stärke, die durch Speichel abgebaute mit Sp-Stärke, die durch gleich- 
zeitige Wirkung beider mit P + Sp-Stärke.) 

Der erste Versuch wurde nach 20 Stunden unterbrochen. Die Maltose- 
titration ergab bei der Sp-Stärke nach Abzug des Leerwertes für 6,75 ccm 
21,44 mg Maltose. Im ganzen waren demnach 85,8 mg Maltose aus 125 mg 
Stärke entstanden, gleich 69% Spaltung. 0,5ccm Sp-Stärke enthielten 
1,78 mg Maltose. Bei der Titration der P-Stärke wurden für 6,75 ccm nach 
Abzug des Leerwertes 24,0 mg Maltose gefunden. Im ganzen waren aus 
125 mg Stärke 96 mg Maltose, entsprechend 76,8%, Spaltung entstanden. 
0,5 ccm P-Stárke enthielten 1,96 mg Maltose. 

In der Warburgapparatur wurden zehn Gefäße angesetzt und der 
Versuch an zwei Apparaten vorgenommen. In jedes Gefäß kamen 1,0 ccm 
Bakterien und 0,5ccm Lösung. Drei Gefäße mit abgebauter Stärke, ein 
Gefäß mit Maltose, zwei Gefäße mit der mit den Fermenten versetzten 
Maltose, zwei Gefäße mit Fermentlösungen allein und ein Gefäß als Leer- 
versuch. 

Wie aus der Druckzunahme im Gefäß 25 (Maltose + Pankreas) hervor- 
geht, war das Pankreasferment mit Maltase verunreinigt. Die Druckzunahme 
bei der P-Stärke entspricht nach Abzug des Leerwertes etwa 0,34 mg Glucose. 
Da das Gefäß 1,96 mg Maltose enthielt, waren etwa 17 % durch diese Maltase- 
beimengung gespalten. Die Druckzunahme in Gefäß 26 erfolgt plötzlich 
und ist auf eine Sáureverunreinigung zu beziehen; dementsprechend finden 
wir bei der Sp-Stärke keine nennenswerte Druckzunahme. 

Wie aus der Druckzunahme in Gefäß 40 hervorgeht, ist die entstandene 
Glucosemenge bei der P + Sp-Stärke in der Größenordnung dieselbe, wie 
n den Versuchen Sp-Stärke und P-Stärke. 


Tabelle VIII. Versuch Serie 1. 
a | 23 | a | 25 | sa 
s7 | sa | om | en | ae 
Ge 1,0 | 1,0 
Ringerlós. | Speichel 


. | | 10 į 10 | 1,0 
(Leervers.) | ferment 


A E E O A << A a 
Pankreas» Maltose Maltose 
ferment | + Pankreas | + Speichel 
cmm cmm cmm 


0 0 0 0 0 
2 6,3 6,7 7,8 23.5 
3,5 9 9,2 10 23 
4 11 9,8 11,5 23 
4 11 9,8 12,6 23,5 
3,5 12 10,4 13 23,5 
5 13 14 17 24 
6.5 14,5 16 19 23.5 
6,5 14,5 16 22 | 85 
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Tabelle IX. 
Versuch Serie 2. 
EE 43 44 | 37 | 40 


| 
A AA | 607 | 628 600 | 530 
E | w» | w | w | 


Bakteriensuspension, ccm . 


| 1,0 
0,5 ccm ee von .. Maltose ei P-Stärke Sp + P+Stárke 
ae | ee | ne ern cmm 


<- ` së 


kd 


GK? 


CoCocooGbobObätztzkAecOeOHecHcCHcCH 


WE EC E E E E EC WEE EE OK EK E 3 
TN 
GQ 


Wiederholung des Versuchs nach 140 Stunden. Nach Entnahme der 
zum Versuch nötigen Menge wurden die Gefäße des obigen Ansatzes in 
den Brutschrank zurückgestellt. Nach 140 Stunden wurde der Versuch mit 
demselben Ansatz wiederholt. Sechs Gefäße wurden angesetzt: drei 
Gefäße mit abgebauter Stärke, eine Leerbestimmung und zwei Gefäße mit 
der mit Ferment versetzten Maltose. 


Tabelle X. 
GEHEN. a. 37 Sé 40 42 | 43 | 44 | 34 
kor pura iaa | 600 a | 586 607 | 628 490 
Bakteriensuspension, ccm . 1,0 | | 1o | 10 ; 10 | 10 | 10 | 1 z 
0,5 cem Lösung von. . . | Sp+»Stárke; P.Stärke GE = Aa ee 
| cmm cmm Smm 
0 
3,5 14 2 
” 5 19 3,5 
> 6 22,5 45 
i 6,5 25 45 
n 6,5 27,5 5 
n 8 30 6 
” 9 33 6 
n 9 36 6,5 
ý 9 39 6,5 
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Das Resultat hat sich, wie aus der Tabelle IX zu ersehen ist, gegenüber 
dem Versuch nach 20 Stunden kaum verändert. Die Druckzunahmen sind 
überall um einige Prozente gewachsen. Die Druckzunahme bei der P-Stärke 
entspricht 0,37 mg Glucose, bei der Sp-Stärke ist ebenfalls eine geringe 
Druckzunahme zu verzeichnen, die etwa 0,1 mg Glucose entspricht. Die 
Druckzunahme bei der P + Sp-Stärke entspricht 0,5 mg Glucose, liegt also ın 
derselben Größenordnung. In den Gefäßen mit Maltose + Ferment sind 
die Druckzunahmen gegenüber dem Versuch nach 20 Stunden ebenfalls 
gewachsen. 

Versuch 19. Untersuchung des Stärkeabbaues bei gleichzeitiger Ein- 
wirkung von Speichel- und Pankreasamylase. Dieser Versuch stellt eine 
Wiederholung des vorigen Versuchs dar. Die Wirkungskraft der beiden 
Fermente war gleich (0,004 Am-E pro Kubikzentimeter Fermentlösung). 

Der Ansatz ist ganz derselbe wie beim vorigen Versuch. Die Maltose- 
titration ergab nach 20 Stunden bei der Sp-Stärke nach Abzug des Leer- 
wertes für 6,75 ccm 23,15 mg Maltose. Im ganzen waren demnach 92,6 mg 
Maltose aus 125 mg Stärke entstanden, gleich 74%. 0,5ccm enthielten 
1,78 mg Maltose. Bei der Titration der P-Stärke wurden für 6,75 ccm nach 
Abzug des Leerwertes 22,63 mg Maltose gefunden, gleich 73°, Spaltung. 
0,5 ccm enthielten 1,75 mg Maltose. Für 7,0ccm P + Sp-Stärke wurden 
nach Abzug des Leerwertes 24 mg Maltose gefunden. Im ganzen waren 
96 mg aus 125 mg Stärke entstanden, gleich 76,8% Spaltung. 0,5 ccm 
enthielten 1,71 mg Maltose. | 


a) Versuch in der Warburgapparatur nach 20 Stunden. 


Jedes Gefäß wurde wieder mit lccm Bakterien und 0,5 ccm der ver- 
schiedenen Lösungen gefüllt: drei Gefäße mit der verdauten Stärke, ein 
Leerversuch und zwei Gefäße mit Maltosefermentlösung. 


Tabelle XI. 
GelibiNt au. R 2 | 0 | I 3 | 43 44 
ON | 586 | 530 | 600 | 490 | 607 | 628 
Bakteriensuspension, com . || 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 10. 10 
i D (I| Pe + Sps 2 y ¡Ringerlós.| Maltose | Maltose 
0,5 ccm Lösung von. \ Stärke P»Stärke | Sp-Stärke (Lesrvera) + Pankreas | + Speichel 
| cmm cmm cmm | cmm cmm cmm 
0 0 0 
0,5 2,5 0 
1 4 | 0 
1 5,5 0 
1 6,5 0,6 
1,5 7 0.6 
2 8 0.6 
2 | 8 0.6 


Die Druckzunahmen sind hier noch kleiner als im vorigen Versuch. 
Dies ist verständlich, da ja das Pankreasferment, das hauptsächlich mit 
Maltase verunreinigt war, hier viermal verdünnter ist. Die Druckzunahme 
bei der P-Stärke entspricht 0,16 mg Glucose. Das sind bei 1,75 mg Maltose- 
inhalt nur 9%. Die Druckzunahme bei der P + Sp-Stärke ist nicht größer 
als die beiden Posten zusammen. 
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b) Versuch in Warburgapparatur nach 140 Stunden. 


Ansatz genau wie vorher. 


Tabelle XII. 
Gefäß-Nr. - 222220. | 4 | 40 | 37 4 | 8 | 4 
Kon ass E 586 530 | 600 490 | 607 | 628 
| | 


Bakteriensuspension, ccm . 1,0 5 1,0 1,0 1,0 1,0 | 1,0 
Maltose Maltose 
+ a + Speichel 


cam , cmm 


cmm 


0 0 

5 2 

6,5 3 

9 45 
11 4,5 
12 4,5 
13 5 
14,5 5,5 
16 6 


Auch hier ist keine merkliche Veränderung gegenüber dem Versuch 
nach 20 Stunden. Die Druckzunahme bei der P-Stärke ist nicht gestiegen. 
Bei der Sp-Stärke ist eine unbedeutende Druckzunahme gegenüber dem 
vorigen Versuch zu verzeichnen. Auch bei der P + Sp-Stärke ist eine kleine 
Vergrößerung der Druckzunahme vorhanden. Sie entspricht 0,236 mg 
Glucose, entsprechend 13,8 %, der Maltose, gegenüber 10,6 % nach 20 Stunden. 
Sie liegt also durchaus innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Eine übersichtliche Darstellung der letzten Versuche über die gleich- 
zeitige Einwirkung von Speichel- und Pankreasamylase findet man in der 
Tabelle II. 


ep 


Über eine neue kolorimetrische Bestimmungsmethode 
der Milchsäure im Blute. ` 


Von y 


Zacharias Dische und Daniel Laszlo. 


Aus der Abteilung fúr physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitátsinstitut.) 


+ 


(Eingegangen am 2. Juni 1927.) 


Obwohl wir in der Methode von Clausen?) zur Bestimmung der 
Milchsáure ein ausgezeichnetes Verfahren besitzen, das eine Bestimmung 
noch in sehr kleinen Mengen gestattet, hat sich doch das Bediirfnis 
nach einer guten kolorimetrischen Bestimmungsmethode immer wieder 
geltend gemacht. Eine solche kann in zweifacher Hinsicht von Vorteil 
sein. Zunächst läßt sich bei der Einfachheit des Verfahrens Zeit sparen, 
was besonders bei Serienbestimmungen von Vorteil ist; dann könnte 
aber auch eine kolorimetrische Bestimmung der Milchsäure eine wert- 
volle Ergänzung der Clausenschen Methode darstellen, denn bei diesem 
letzteren Verfahren können möglicherweise auch andere Stoffe, die 
unter der Einwirkung von Schwefelsäure flüchtige, bisulfitbindende Sub- 
stanzen liefern, mitbestimmt werden. Long?) ist sogar der Meinung, daß 
die mit Hilfe des Clausenschen Verfahrens für die Milchsäure des Blutes 
erhaltenen Werte um 50 bis 100% zu hoch sind. Er schließt dies aus 
dem Vergleich der nach Clausen erhaltenen Werte mit denen, die 
er nach einem groben kolorimetrischen, auf der Hopkins-Fletcherschen 
Reaktion fußenden Verfahren erhalten hat. So sind denn in der letzteren 
Zeit mehrere Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung der Milch- 
säure ausgearbeitet worden. Sie basieren alle auf demselben Prinzip 
und weisen zum Teil schwerwiegende Mängel auf, auf die weiter unten 
eingegangen werden soll. 

Da die Milchsäure, wie wir wissen, im Mittelpunkt des Kohle- 
hydratstoffwechsels der tierischen Zelle steht, erschien es uns von 


1) S. W. Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263 bis 280. 
2) Long, Journ. of physiol. 58, 455 bis 460 
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Wichtigkeit, eine kolorimetrische Bestimmungsmethode der Milchsäure 
auszuarbeiten, die von den Mängeln der bisher beschriebenen frei wäre 
und sich sowohl zur Bestimmung in kleinen Blutmengen wie auch in 
Versuchen über Glykolyse der tierischen Organe eignete. Zu diesem Zwecke 
untersuchten “wir eine ganze Reihe größtenteils schon bekannter, zum 
Teil aber bisher nicht beschriebener Reaktionen der Milchsäure und 
prüften sie auf ihre Eignung, als Grundlage eines verläßlichen kolori- 
metrischen Verfahrens zu dienen. 


I. Die bisher beschriebenen kolorimetrischen Methoden. 


Es sind bis heute drei kolorimetrische Verfahren zur Bestimmung der 
Milchsäure beschrieben worden. Die schon im Jahre 1914 von Chelle 
beschriebene Methode basiert auf der Denigésschen Reaktion!) der Milch- 
säure; dieses Verfahren ist von Servantie?) im Jahre 1925 neuerlich be- 
schrieben worden. Die Vorschrift für die Bestimmung der Milchsäure im 
Blute lautet nach Servantie folgendermaßen: Nach EnteiweiBung des 
Blutes wird Leem des Filtrats mit 5ccm konzentrierter Schwefelsäure 
unter Kühlung versetzt, dann 2 Minuten in kochendem Wasserbade erhitzt; 
nach dem Erkalten 0,1 ccm einer 5% igen Kodeinlösung zugesetzt; es tritt 
eine gelbe Farbe auf, die nach 7 bis 8 Minuten ihr Maximum erreicht. Es 
fällt auf, daß Servantie die Kohlehydrate vor der Bestimmung der Milchsäure 
aus dem Blute nicht entfernt. Er begründet das damit, daß die Kohle- 
hydrate in der Konzentration, in der sie gewöhnlich im Blute vorhanden 
sind, die Bestimmung der Milchsäure nicht beeinflussen. Dies ist aber 
keineswegs der Fall; auch bei der geringsten Beimengung von Kohlehydraten 
in der Milchsäurelösung tritt vielmehr eine sehr störende Änderung des 
Farbtons der Reaktion in dem Sinne auf, daß die reingelbe Farbe der 
Denigesschen Farbreaktion mehr rosabraun wird. Es ist völlig unmöglich, 
die Farbe einer reinen Milchsäurelösung, die als Standardlösung dient, 
unter diesen Umständen mit der Farbe zu vergleichen, die man mit dem 
Blutfiltrat erhält. Diese Braunfärbung entsteht dadurch, daß reine Kohle- 
hydratlösungen, mit Schwefelsäure erhitzt, eine braunrote Farbe zeigen 
und daß diese Farbe sich nach Zusatz von Kodein zu einer Lösung, die 
- Kohlehydrate und Milchsäure gleichzeitig enthält, der gelben Farbe der 
Denigesschen Reaktion überlagert. Will man also nach dem Verfahren von 
Chelle die Milchsäure bestimmen, dann muß man die Kohlehydrate vorher 
entfernen (nach Clausen-van Slyke). Durch die Ausfällung mit Kupfer-Kalk 
wird die Deniyessche Reaktion gar nicht beeinflußt. 


Im Jahre 1920 beschrieb Harrop?) eine Methode zur kolorimetrischen 
Bestimmung der Milchsáure. Nach Enteiweißung des Blutes und Ent- 
fernung der Kohlehydrate nach Clausen-van Slyke wird Leem des Blut- 
filtrats mit 4 ccm Schwefelsäure durch 2 Minuten erhitzt und nach dem 
Erkalten mit 0,1 ccm einer alkoholischen 5% igen Guajakollösung versetzt; 
nach einigen Minuten entsteht eine rosa Farbe, die kolorimetrisch gemessen 
wird. 


1) G. Deniges, Bull. Soc. Chim. de France 5, 647 bis 649, 5/6. 
2) L. Servantie, C. r. de la soc. de biol. 92, 700, 1925. 
3) Harrop, Ch. Z. 1921, IV, 93. 
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Die Methode von Goldscheider und Mendel!), die zuletzt bekannt 
geworden ist, ist der Harropschen vollkommen ähnlich, nur wird statt der 
Reaktion der Milchsäure mit Guajakol diejenige mit dem homologen 
Veratrol zugrunde gelegt. 

Diese drei bisher bekannt gewordenen Verfahren weisen folgende 
Mängel auf: 5 

1. Bei den für die praktische Verwendung in Betracht kommenden 
sehr kleinen Milchsäurekonzentrationen von 0,001 bis 0,002 ist die 
Farbreaktion bei allen drei in Betracht kommenden Methoden sehr 
schwach. In dieser Hinsicht ist die Goldscheider- Mendelsche den zwei 
anderen überlegen. 

2. Die Farbreaktionen, die allen drei erwähnten Methoden zu- 
grunde liegen, verändern sich sowohl in bezug auf den Farbton wie auf 
die Farbintensität sehr rasch mit der Zeit, so daß immer in einem gewissen 
Zeitpunkt nach Ansetzen der Reaktion kolorimetriert werden muß, 
was sich besonders dann unangenehm bemerkbar macht, wenn man 
mehrere Proben auf einmal ansetzen will. 

3. Schließlich ist als wichtigster Nachteil die hochgradige Ab- 
hängigkeit der erwähnten drei Farbreaktionen von Beimengungen 
verschiedener organischer, schon in kleinsten Spuren vorkommender 
Substanzen. Die Reaktion mit Veratrol wird nach Goldscheider und 
Mendel schon durch ganz kleine Mengen von Eiweiß und Eiweiß- 
abbauprodukten völlig unterdrückt; die von Deniges wird zwar durch 
Gegenwart von Eiweiß, wie wir durch Beimischung von Natrium- 
caseinat zur Milchsäurelösung festgestellt haben, nicht beeinflußt, 
wohl aber durch andere organische und anorganische Beimengungen. 
So haben wir z. B. festgestellt, daß, wenn man die Denigessche Reaktion 
mit dem Acidum sulfuricum pro analysi acidi lactici (Kahlbaum) ansetzt, 
die gelbe Farbe überhaupt nicht erscheint, während es bei Verwendung 
der gewöhnlichen Schwefelsäure (wir benutzten die ‚„Außiger‘“ Schwefel- 
säure, die uns von der Österreichischen Heilmittelstelle geliefert wurde) 
immer gelingt. Offenbar spielt also irgend eine in kleinen Mengen 
vorkommende Verunreinigung der Schwefelsäure bei dem Zustande- 
kommen der Dentgesschen Reaktion eine Rolle. 


I. Verhalten der Milchsäure gegenüber Thiophen. 


Als wir daran gingen, eine kolorimetrische Bestimmungsmethode 
der Milchsäure auszuarbeiten, die von den oben erwähnten Mängeln 
frei sein sollte, haben wir zunächst unser Augenmerk mit Rücksicht 
auf die Versuche von Long auf die als qualitative Reaktion angegebene 
Fletcher-Hopkinssche Reaktion?) gerichtet. 


1) Diese Zeitschrift 164, 163 bis 174, 1925. 
2) W. M. Fletcher und F. Gowland Hopkins, Journ. of Physiol. 85, 
247 bis 309, 27/3. 
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Diese Autoren führten die Reaktion folgendermaßen aus: Etwas Milch- 
säure wird mit einem Tropfen konzentrierter Cu SO,-Lösung versetzt, dann 
einige Kubikzentimeter konzentrierter H,SO, hinzugefügt, in kochendem 
Wasserbad 2 Minuten erhitzt, nach dem Erkalten 1 bis 2 Tropfen einer 
alkoholischen Thiophenlösung dazugegeben und nochmals im Wasserbad 
bis zum Auftreten einer kirschroten Farbe erhitzt. 


Wir sind bei der Prüfung dieser Reaktion so vorgegangen, daß wir 
0,1 ccm einer 0,01- bis 0,03% igen Lösung von milchsaurem Lithium mit 
festem Kupfersulfat versetzten, HSO, und nach dem Erhitzen 0,1 ccm 
einer 1%, igen alkoholischen Thiophenlósung hinzufügten. Es trat unter 
diesen Umständen immer eine braune Farbe auf, die nach nochmaligem 
Erhitzen dunkler wurde. Bei wiederholten Versuchen haben wir niemals 
die von Hopkins und Fletcher beschriebene rote Farbe erhalten. Dies ver- 
anlaßte uns, die Bedingungen der Reaktion nach verschiedenen Richtungen 
zu variieren, wobei es sich herausstellte, daß für eine bestimmte Konzentration 
der Milchsäurelösung es immer eine bestimmte Grenzkonzentration der hinzu- 
gefügten Thiophenlósung gibt, oberhalb welcher immer die braune Farbe 
auftritt. Unterhalb dieser Grenzkonzentration tritt dagegen immer die 
rote Farbe der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion auf; dabei ist Anwesenheit 
des Kupfersalzes für das Auftreten der roten Farbe nicht unbedingt not- 
wendig, wenn auch die Intensität der Farbreaktion durch die Kupferionen 
verstärkt wird. Wird z. B. je l ccm von verschiedenen Milchsäurelösungen, 
deren Konzentration zwischen 0,005 bis 0,020 %, variiert, mit 4 bis 8 ccm 
konzentrierter Schwefelsäure versetzt, 4 Minuten in kochendem Wasserbad 
erhitzt und nach dem Erkalten mit 0,1 cem einer 0,125 % igen alkoholischen 
Thiophenlösung versetzt, so wird die Probe, deren Milchsäurekonzentration 
0,005 war, die braune Farbe zeigen, da bei dieser niedrigen Milchsäure- 
konzentration schon die Konzentration von 0,125% des zugesetzten Thio- 
phens oberhalb der oben erwähnten Grenze liegt. Die Probe mit der Kon- 
zentration 0,020 % iger Milchsäure dagegen zeigt eine schöne rote Farbe, 
da hier «die Grenzkonzentration der Thiophenlösung noch nicht erreicht 
ist. Die Probe mit der Konzentration 0,010% iger Milchsäure dagegen 
zeigt: eine Mischfarbe von Rot und Braun. Die Abhängigkeit der Farb- 
reaktion von der Relation der Konzentration des zugesetzten Thiophens 
und der Milchsäure kann man auch so demonstrieren, daß man die Thiophen- 
lösung zum Reaktionsgemisch tropfenweise hinzufügt und nach dem Zufügen 
eines jeden Tropfens eine Zeitlang wartet, bis die Farbreaktion sich voll 
ausgewirkt hat. Ist die Thiophenlösung genügend verdünnt, so tritt zu- 
nächst die rote Farbe der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion auf, diese wird 
um so stärker sein, je mehr Thiophen man hinzugefügt hat, so lange, als die 
Konzentration des Thiophens im Flüssigkeitsgemenge unterhalb der Grenz- 
konzentration bleibt. Ist aber diese Grenze erreicht, dann rufen die folgenden 
Tropfen der Thiophenlösung keine Verstärkung der roten Farbe hervor, 
sondern es tritt ein Farbenumschlag ein, indem plötzlich ein brauner Farbton 
auftritt, der nun seinerseits mit der Zunahme der Thiophenkonzentration 
sich verstärkt. Daß Fletcher und Hopkins das Vorhandensein dieser Grenz- 
konzentration übersehen haben, dürfte daher kommen, daß sie mit so kon- 
zentrierten Milchsäurelösungen gearbeitet haben, daß bei Hinzufügen von 
1 bis 2 Tropfen der 1% igen Thiophenlósung zum Reaktionsgemisch die 
Grenzkonzentration des Thiophens in demselben noch nicht überschritten 
war. Wir sehen also, daß sich die Fletcher-Hopkinssche Reaktion wesentlich 
anders verhält als diejenigen Reaktionen, die den verschiedenen kolori- 
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- metrischen Bestimmungsmethoden zugrunde liegen. Denn bei diesen wird 
in der Regel dasjenige Reagens, mit dem der zu bestimmende Stoff reagieren 
soll, in Überschuß hinzugefügt und auf diese Weise das Maximum der 
Farbintensität erzielt, bei der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion hebt aber 
der Überschuß des Thiophens die Reaktion auf. Zur Erzielung des Maximums 
der Farbintensität muß je nach der vorhandenen Menge Milchsäure eine 
verschiedene Menge von Thiophen hinzugesetzt werden; man kann also die 
Fletcher-Hopkinssche Reaktion nur dann zur kolorimetrischen Bestimmung 
der Milchsäure verwenden, wenn man zu jeder einzelnen Probe gerade so viel 
Thiophen hinzufügt, daß das Maximum der Farbe erreicht wird. 

Dies kann z. B. auf folgende Weise bewerkstelligt werden: Wenn 
wir eine Lösung A in bezug auf ihre Milchsäurekonzentration mit einer 
Lösung B vergleichen wollen, so geben wir von der Lösung A je 1 ccm 
in zwei verschiedene Eprouvetten und ebenso von der Lösung B. Jede 
Eprouvette wird mit einer entsprechenden Menge Schwefelsäure versetzt 
und 2 Minuten im Wasserbad erhitzt und dann abgekühlt. Nun wird 
eine Lösung von 0,125 %igem Thiophen in folgender Weise aus einer 
Mikrobürette hinzugefügt: In die zwei Proben jeder der zu vergleichenden 
Lösungen wird je ein Tropfen der Thiophenlösung hinzugefügt, um- 
geschüttelt und eine Zeitlang gewartet, bis die rote Farbe auftritt. 
Nun wird in eine der zwei Eprouvetten, in der sich die betreffende 
Lösung befand, ein weiterer Tropfen Thiophenlösung einfallen gelassen 
und diese Eprouvette mit der anderen verglichen. Die Lösung, die 
um einen Tropfen mehr Thiophen enthält, erscheint im ersten Moment 
brauner als die andere. Diese braune Farbe schwindet aber bei nicht 
zu geringer Konzentration der Milchsäure nach einiger Zeit und die 
Lösung erscheint nicht mehr brauner, sondern intensiver rot als die, die 
einen Tropfen weniger Thiophen enthält. Jetzt fügt man auch in die 
zweite Eprouvette einen Tropfen Thiophen hinzu, nach einiger Zeit 
erscheinen dann beide Lösungen gleich intensiv rot gefärbt. Diese 
Prozedur wird so lange wiederholt, bis diejenige Lösung, die einen Tropfen 
Thiophen mehr enthält, nicht nur im ersten Moment, sondern dauernd 
brauner erscheint als die andere. Jetzt enthält die Lösung, die einen 
Tropfen weniger Thiophen hat, gerade so viel Thiophen, als zur Ent- 
wicklung des Maximums der Farbintensität notwendig ist. Auf dieselbe 
Weise versetzten wir auch die zweite Milchsäurelösung B mit der ent- 
sprechenden Menge Thiophen und können dann die beiden Lösungen 
miteinander kolorimetrisch vergleichen. 

In dieser Weise untersuchten wir nun die Fletcher-Hopkinssche 
Reaktion auf ihre Abhängigkeit: 1. von der Konzentration der Schwefel- 
säure, 2. Dauer des Erhitzens, 3. von der Milchsäurekonzentration, 
4. Spezifität für Milchsäure. 

Zu 1. Man muß mindestens zu 1 cem Milchsäurelösung 4 cem H,SO, 


hinzufügen, damit die Reaktion auftritt. Steigert man den Zusatz von 
H. SO, so verstärkt sich die Farbe. Bei einem Verhältnis 1 ccm Lösung 
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:6ccm Schwefelsäure erreicht die Intensität ihr Maximum, sinkt dann 
aber nur wenig mit steigender Schwefelsäurekonzentration. Bei allen 
weiteren Versuchen fügten wir zu 1] ccm Lösung 6 ccm Schwefelsäure hinzu. 

Zu 2. 4 Minuten langes Erhitzen genügt, um das Maximum der Farbe 
zu erzielen. Weiteres Erhitzen ändert an der Farbe dann nichts mehr. 

Zu 3. Die Reaktion tritt noch bei einem Milchsäuregehalt von 0,002 %, 
deutlich auf. Wir untersuchten die Abhängigkeit der Farbintensität von der 
Milchsäurekonzentration im Bereich von 0,002 bis 0,02°%,. Ea zeigte sich, 
daß keine strenge Proportionalität besteht zwischen Farbintensität und 
Milchsäurekonzentration; die Abweichung ist nicht sehr groß. Eine Lösung 
von 0,02%, verhielt sich zu einer Lösung von 0,01%, nicht wie 20: 10, 
sondern wie 20:11. Dies hängt wahrscheinlich damit zusammen, daß 
Thiophen selbst mit Schwefelsäure eine schwache, braune Eigenfarbe 
zeigt. Diese Eigenfarbe addiert sich zu der Farbe der Fletcher-Hopkinsschen 
Reaktion und macht sich natürlich bei den schwächeren Lösungen stärker 
geltend als bei den konzentrierteren. 

Zu 4. Die Fletcher-Hopkinssche Reaktion ist für die Milchsäure nicht 
spezifisch. Außer Paraldehyd, auf dessen Entstehung aus Milchsäure ja 
die Reaktion beruht, zeigte auch der käufliche Formaldehyd und das 
Methylglyoxal diese Reaktion. Dagegen gibt Acetaldehyd mit Thiophen 
keine Rotfärbung, sondern eine braune Farbe, ebenso die Kohlehydrate. 
Eine Reihe anderer Substanzen reagieren gleichfalls mit Thiophen, siehe 
Abschnitt V, Tabelle 1. 

Nachdem, wie aus den obigen Untersuchungen zu ersehen, die 
Fletcher-Hopkinssche Farbreaktion nur in der Form eines ziemlich 
umständlichen Verfahrens zur quantitativen Bestimmung der Milch- 
säure verwendet werden kann, prüften wir auch die braune Farbreaktion, 
die eine Milchsäurelösung mit konzentrierter Schwefelsäure und einem 
Überschuß von Thiophen gibt. Erhitzt man lccm einer Milchsäure- 
lösung mit 3 bis 7 cem konzentrierter Schwefelsäure durch 5 Minuten 
im kochenden Wasserbad und kühlt nachher die Probe ab, setzt hierzu 
0,1 ccm einer 1% ¡gen alkoholischen Thiophenlósung, so entsteht, wenn 
der Milchsäuregehalt der Probe unter 0,05 °% ist, eine gelbbraune Farbe. 
Erhitzt man nun diese gefärbte Lösung ein zweites Mal, so verstärkt 
sich diese Farbe unter gleichzeitiger Änderung ihres Farbtons, die 
Farbe wird mehr braun. 

Die nähere Untersuchung dieser Reaktionen ergab folgendes: Sie 
weisen eine weitgehende Ähnlichkeit mit der später zu beschreibenden 
Hydrochinonreaktion auf, welche sich auch auf die Spezifitätsverhältnisse 
derselben erstreckt. Für eine quantitative Bestimmung der Milchsäure 
eignet sich jedoch die Hydrochinonreaktion der Milchsäure besser, und zwar 
schon aus dem Grunde, weil die Eigenfarbe, die das Thiophen mit destil- 
liertem Wasser und H,SO, (besonders bei Zusatz des Kupfersalzes) gibt, 
bei ihr viel stärker ist, als es bei der Hydrochinonreaktion der Fall ist. 
Ohne Kupferzusatz gibt das Hydrochinon mit Schwefelsäure und Wasser 
überhaupt keine Eigenfarbe. Auch ist die bei der Thiophenreaktion ent- 
standene Farbe vor allem bei der ersteren der beiden Reaktionen un- 
beständiger; sie bekommt nach einigen Stunden Stehen einen etwas 
schmutzigen Farbton. 
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III. Verhalten der Milchsäure gegenüber Hydrochinon. 


Von den Reaktionen der Milchsäure mit Phenolen und Schwefel- 
säure erwies sich nur die Hydrochinonreaktion für eine quantitative 
kolorimetrische Bestimmung der Milchsäure als geeignet. Diese Reaktion 
wird qualitativ folgendermaßen ausgeführt: 1 ccm der Milchsäurelösung 
wird mit 3 ccm oder mehr konzentrierter H,SO, unter Kühlung versetzt. 
Dann wird zur Probe 0,1 ccm einer alkoholischen Hydrochinonlösung 
hinzugefügt und dieselbe in kochendem Wasserbad einige Minuten 
erhitzt. Als Reaktionsprodukt tritt ein orange-brauner Farbstoff auf. 


Wir gingen nun daran, die Reaktionsbedingungen der Milchsäure 
mit Hydrochinon zu untersuchen und kamen hierbei zu folgenden 
Ergebnissen: 

1. Dauer des Erhitzens. 


Wird die schon mit H,SO, und Hydrochinon versetzte Milchsäure- 
lösung 15 Minuten in kochendem Wasserbad erhitzt, so erlangt die Probe 
ihre maximale Farbintensitát, bei weiterem Erhitzen bleibt diese Farbe 
konstant. 


2. Einfluß der Saurekonzentration. 


Zu einem Teil Milchsäurelösung muß man mehr als 2 Teile konzentrierter 
H, SO, hinzufügen, damit die Farbreaktion überhaupt auftritt. Die Farb- 
intensität steigt zunächst. mit der Konzentration der H,SO, an, bei dem 
Verhältnis Leem Milchsáurelósung : A ccm konzentrierter H,SO, wird 
das Maximum erreicht, bei dem Verhältnis 1: 5 ist die Farbstärke die gleiche 
wie beim Verhältnis 1:4. Steigt man nun mit der Konzentration der 
Schwefelsäure noch weiter an, so vermindert sich die Intensität der Farb- 
reaktion, bei der Reaktion 1ccm Milchsäurelösung : 8 com konzentrierter 
Schwefelsäure ist die Reaktion schon sehr schwach. 


3. Einfluß der Hydrochinonkonzentration. 


Die Versuche über den Einfluß der Hydrochinonkonzentration wurden 
auf Grund obiger Feststellungen bezüglich der Zeitdauer des Erhitzens 
und H,SO,-Konzentration so angesetzt, daß eine Reihe von Eprouvetten 
mit je 1 ccm einer 0,01%, igen Milchsäurelösung und unter Wasserkühlung 
mit 4ccm konzentrierter H,SO, versetzt wurden und je 0,l cem einer 
alkoholischen Hydrochinonlösung verschiedener Konzentration zu diesen 
Proben hinzugefügt worden sind. Die Proben wurden sodann 15 Minuten 
n kochendem Wasserbad erhitzt. 


Es zeigte sich hierbei ein rasches Ansteigen der Farbintensität der 
einzelnen Proben mit der Konzentration des Hydrochinons bis zu einer 
Konzentration von 10% Hydrochinon. Eine weitere Erhöhung der Hydro- 
chinonkonzentration bis zu 25%, änderte die Farbstárke nicht. Für unsere 
späteren Versuche haben wir schon aus diesem Grunde eine 20% ige 
alkoholische Hydrochinonlösung verwendet. Da bei so hoher Konzentration 
die zugesetzte Hydrochinonmenge in gewissen Grenzen schwanken darf, 
was beim Pipettieren von 0,1 cem gewiß vorkommen kann, ohne daß hierbei 
die Intensität der Reaktion Schwankungen unterworfen wäre, ist dieser 
Umstand für den Ausfall der Reaktion von Bedeutung. 
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4. Einfluß der Cu- und Ca-Ionen auf die Intensität der Farbreaktion. 


Indem Kohlehydrate, mit H,SO, und Hydrochinon erhitzt, ebenfalls 
eine Braunfärbung geben, muß ihre Entfernung jeder Bestimmung der 
Milchsäure mit Hilfe dieser Farbreaktion vorangehen. Dies geschieht jetzt 
allgemein mit Hilfe der Clausen-van Slykeschen Fällung mit Kupfersulfat 
und Calciumhydroxyd. Nach dieser Fällung befinden sich jedoch im Filtrat 
kleine Beimengungen von Kupfer- und Kalkionen. Aus diesem Grunde 
mußten-wir den Einfluß derselben auf die Farbintensität der Reaktion 
untersuchen. Wir haben hiervei zwei Reihen von Versuchen angesetzt: 

a) In der ersten Serie setzten wir zu je l ccm einer Milchsäurelösung 
je 0,lccm verschieden konzentrierter CuSO,-Lósung (0,001- bis 25% ig) 
bzw. CaCl, (0,1- bis 10% ig), stellten die Reaktion in der üblichen Weise 
an und verglichen die Farbe mit einer Kontrolle, zu der wir 0,1 ccm de- 
stillierten Wassers dazugesetzt haben. Das Calciumsalz war auf die Qualität 
und Intensität der Farbe ohne jeglichen Einfluß. Das Kupfersulfat änderte 
dagegen die Farbe beträchtlich in dem Sinne, daß neben dem Orangebraun 
jetzt nun auch ein schwacher, grüngelber Ton auftrat. Die Inteneität der 
Reaktion war wesentlich vermehrt, und zwar um so mehr, je höher die Kon- 
zentration des zugesetzten Kupfersalzes war. Bei einer Konzentration des 
Kupfersalzes von 10% trat ein Maximum der Farbstärke auf. Dieselbe 
war etwa doppelt so stark als in der Probe, zu der kein Kupfer dazugesetzt 
worden ist. Erhöhten wir nun die Kupferkonzentration bis auf 25%, so 
änderte sich weder der Farbton, noch die Farbintensität. 

b) In der zweiten Serie führten wir bei Milchsäurelösungen bekannter 
Konzentrationen die Clausen-van Slykesche Kupferkalkfállung aus und 
verglichen die Farbstärke und Qualität dieser Filtrate mit Milchsäure- 
lösungen gleicher Konzentration. Auch hierbei zeigte es sich, daß die Proben, 
die vorher gefällt wurden, demnach also Spuren von Kupfer enthielten, 
eine etwas andere Farbreaktion erzeugten, als die Kontrollen ohne jegliche 
Fállung. 


ö. Verhalten der Hydrochinoneigenfarbe. 


Unter Eigenfarbe verstehen wir die Farbe, die die Reagenzien 
ohne Beigabe des zu untersuchenden Substrats, im vorliegenden Falle 
der Milchsäure, an sich schon geben. Setzt man einen Versuch mit 
reinem destillierten Wasser ohne jeglichen Kupferzusatz oder Fällung 
nach Clausen-van Slyke in der vorher beschriebenen Art mit Hydro- 
chinon an, so zeigt sich selbst beim Durchblick in der Richtung der 
Längsachse der Eprouvette nicht die geringste Ergenfarbe. Fügt man 
hingegen dem destillierten Wasser etwas CuSO, hinzu oder führt die 
Fällung in demselben nach Clausen-van Slyke aus, wie wenn Milchsäure 
und Kohlehydrate dabei wären, so tritt nach Beendigung der Reaktion 
eine ganz leichte grüngelbe Eigenfarbe auf, die beim Durchvisieren in 
der Richtung der Achse der Eprouvette eben deutlich wahrnehmbar 
ist. Da bei physiologischen Untersuchungen wohl einer jeden Milch- 
säurebestimmung eine Entfernung der Kohlehydrate vorangehen muß, 
untersuchten wir das Verhalten dieser Eigenfarbe unter verschiedenen 
Bedingungen. Es war ja doch vorauszusehen, daß an der Stärke der 
Farbreaktion. besonders bei geringeren Milchsäurekonzentrationen, 
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diese Eigenfarbe einen gewissen Anteil für sich in Anspruch nehmen 
dürfte. 

Es wurde festgestellt, daß die H,SO,-Konzentration die Eigenfarbe 
des kupferhaltigen Wassers in demselben positiven Sinne beeinflußt, wie 
die Farbreaktion einer Milchsäurelösung. Die Stärke der Eigenfarbe ist 
auch anfangs in direkter Proportion zur Konzentration der zugesetzten 
Kupfersalzlösung, sie fällt dagegen mü dem Ansteigen der Konzentration der 
Hydrochinonlósung. Im weiteren Verlauf unserer Versuche stellten wir also 
die Proben so an, daß wir zu Leem Milchsáurelósung stets 0,1 ccm einer 
10% (pen CuSO,-Lösung hinzugefügt haben und dann noch 0,1 cem einer 
20%, gen Hydrochinonlösung. Es ist also diejenige Hydrochinonkonzen- 
tration, die sich für die Intensität der Milchsäurereaktion am günstigsten 
erwies, auch vom Standpunkte der Eigenfarbe zweckmäßig. Dagegen wäre es 
nicht von Vorteil, mit der Kupfersalzkonzentration herunterzugehen, um 
die Eigenfarbe noch weiter abzuschwächen, da die durch Kupfer verstärkte 
Milchsäurefarbreaktion in diesem Falle noch viel mehr darunter zu leiden 
hätte als die Eigenfarbe. 


6. Einfluß der Milchsäurekonzentration auf die Intensität der Farbreaktion. 


Wir untersuchten das Verhältnis von Farbstärke zur Milchsäure- 
konzentration im Bereich von 0,001 bis 0,020 %,, und zwar a) an reinen 
Milchsäuresalzlösungen, denen wir kein Kupfer zugesetzt haben, b) an 
Milchsäuresalzlösungen, die auf 1 cm? 0,1 ccm 10 %ige Kupfersulfatlösung 
enthielten, c) an Milchsäuresalzlösungen, die nach Clausen-van Slyke, wie 
wenn Kohlehydrate vorhanden gewesen wären, gefällt wurden. 


Zu a). Im Bereich von 0,001 bis 0,020 %, Milchsäure erwies sich 
die Farbreaktion dem Mielchsäuregehalt der Lösung vollkommen pro- 
portsonal. 


Zu b). Es zeigte sich hierbei eine Abweichung von der Proportiona- 
lität zwischen Milchsäuregehalt und Farbstárke in dem Sinne, daß die 
schwächere Lösung stets etwa stärker erschien, als es bei vollkommener 
Proportionalität der Fall sein dürfte. Diese Abweichung von der 
Proportionalität war um so deutlicher, je kleiner der absolute Milch- 
säuregehalt der untersuchten Lösungen war. Dieser Umstand, sowie 
obige Versuche (s. Punkt 5), machte es uns sehr wahrscheinlich, daB 
diese Abweichung von der Proportionalität auf die wenn auch noch so 
geringe Eigenfarbe zu beziehen ist. Es war also zu erwarten, daß die 
Milchsäurereaktion in jedem Konzentrationsbereich proportional aus- 
fallen würde, falls es uns gelingt, diese Eigenfarbe irgendwie zu kom- 
pensieren. Ohne diese Kompensation beträgt die Abweichung von 
der Proportionalität im Konzentrationsbereiche von 0,01 bis 0,02% 
etwa 10%. Die gewöhnlichen, meist gebrauchten Kolorimeter besitzen 
keine Vorrichtung zur Kompensation der Eigenfarbe der Lösung. Mit 
Hilfe eines sehr einfachen Verfahrens ist es jedoch möglich, dieselbe 
vollständig auszuschalten. 
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Wird z.B. in einem Dubosq-Kolorimeter eine Lösung mit einer 
doppelt so starken verglichen, so würden für den Fall, daß die Farb- 
reaktion der Milchsäure als solche dem Milchsäuregehalt entspricht 
und das Lösungsmittel keine Eigenfarbe besitzt, bei Einstellung des 
Kolorimeters auf Farbengleichheit die Lichtstrahlen in den Trog der 
schwächeren Lösung eine doppelt so lange Flüssigkeitsschicht zu passieren 
haben, als in dem der stärkeren Lösung. Ist aber das Lösungsmittel an 
sich schon, wenn noch so schwach, gefärbt, dann würden in vorliegendem 
Falle beide Gesichtsfelder bei der eben erwähnten Einstellung der 
Teile nicht mehr gleich erscheinen. Die Farbe des Lösungsmittels 
(Eigenfarbe) ist ja doch in beiden Lösungen gleich, und da in dem Trog . 
mit der schwächeren Lösung die Lichtstrahlen einen doppelt so langen 
Weg passieren, so würde die Eigenfarbe bei der schwächeren Lösung 
sich zweimal so stark geltend machen, d.h. die schwächere Lösung 
müßte stärker erscheinen, als es ihrem Milchsauregehalt entspricht. Dieser 
Fehler wird offenbar um so größer sein, je ungleicher die beiden ver- 
glichenen Farblösungen sind. Es ergibt sich daraus der Schluß, daß 
man in solchen Fällen, wie ja überhaupt prinzipiell in der Kolorimetrie, 
nur Lösungen miteinander einigermaßen vergleichen kann, deren 
Konzentration an Milchsäure nicht weit voneinander entfernt liegen. 
Soll man sehr verschieden starke Lösungen kolorimetrisch miteinander 
vergleichen, so muß die stärkere Lösung zunächst so weit verdünnt 
werden, daß sie sich von der schwächeren nur wenig oder überhaupt 
nicht unterscheidet. Die genaue Feststellung, ob man durch diese 
Verdünnung tatsächlich Farbengleichheit erreicht hat, kann dann im 
Kolorimeter erfolgen. Bei der Gelegenheit möchten wir betonen, daß 
uns die Methode, zwei Farblösungen in absolut gleichen Eprouvetten 
im Walpoleschen Komparator auf Farbgleichheit mit der Verdünnungs- 
flüssigkeit einzustellen und die Farbdifferenz aus der Anzahl von Kubik- 
zentimetern, die man mittels einer auf Hundertstel graduierten Pipette 
der stärkeren Lösung aus der Verdünnungsflüssigkeit bis zur Farb- 
gleichheit hinzufügen muß, als für physiologische Zwecke genügend 
exakt erwies. Wir haben uns in vielen Fällen davon überzeugt, daß 
die Beurteilung der Farbgleichheit auf diese Art fast mit derselben 
Exaktheit erfolgt, als es im Kolorimeter der Fall ist. 

Die Verdünnung muß jedoch so erfolgen, daß nur der für die 
eigentliche Reaktion charakteristische Farbstoff, nicht jedoch der der 
Eigenfarbe des Lösungsmittels, verdünnt wird. In unserem Falle hat 
also die Verdünnung durch Hinzufügen einer entsprechenden Anzahl 
von Kubikzentimetern der Leerprobe (die durch Versetzen mit l cem 
Aqua dest. und 0,1ccm 10% ¡ger CuSO, und 4ccm konzentrierter 
H,SO, und 0,1 ccm 20 %,igem Hydrochinon gleichzeitig mit den übrigen 
Proben 15 Minuten erhitzt wird) zu erfolgen. Beispiel: Haben wir eine 
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Lösung von 0,010 %, Milchsäure mit einer von 0,005 zu vergleichen 
und stellen wir das Prisma des Kolorimeters in der stärkeren Lösung 
auf 10 ein, so wird das Prisma in der schwächeren Lösung nicht auf 20, 
sondern auf etwa 18 eingestellt werden müssen, um Farbengleichheit 
zu erzielen. Verdünnen wir nun die stärkere Lösung mit dem gleichen 
Volumen einer Leerprobe und steht das Prisma des Kolorimeters jetzt 
in beiden Proben auf 10, so ist dies ein Beweis dafür, daß für die 
Abweichung von der Proportionalität nur die schon erörterte Eigenfarbe 
verantwortlich zu machen ist. Wir haben nun auf diese Weise eine 
Anzahl von Serien untersucht und kamen dabei zu dem Resultat, daß 
die Milchsäurereaktion dem Gehalt an MilIchsäure innerhalb der Fehler- 
grenze einer kolorsmetrsschen Bestimmung proportional vet. 


Es ergibt sich also, daß die Abweichung von der Proportionalität 
zwischen Milchsäurekonzentration und Farbstärke nur eine scheinbare 
ist, und zwar dadurch hervorgerufen, daß zur eigentlichen Farbreaktion 
der Milchsäure die Eigenfarbe sich hinzuaddiert und daß dieser Fehler 
durch das oben angegebene Verdünnungsverfahren eigentlich voll- 
ständig kompensiert werden kann. Die Kolorimetrie kann hierbei 
sowohl in einem Kolorimeter als auch mit kaum verminderter Genauig- 
keit in einem gewöhnlichen Walpolekomparator erfolgen. 


Zu c). Werden Milchsäurelösungen verschiedener Konzentration 
nach Clausen-van Slyke gefällt und die Zentrifugate dieser Fällungen 
in bezug auf ihren Milchsäuregehalt kolorimetrisch miteinander ver- 
glichen, so zeigt sich auch hier, daß schwächere Lösungen stärker 
gefärbt erscheinen, als es dem Proportionalitätsverhältnis entsprechen 
würde. Allerdings ist die Abweichung von der Proportionalität in 
diesem Falle geringer als im Falle unter b). Auch hier beruht diese 
Abweichung auf einer Addition der Eigenfarbe zur eigentlichen Milch- 
säurefarbe und kann auf dieselbe wie oben beschriebene Art kom- 
pensiert werden; die Leerprobe muß in diesen Fällen mit destilliertem 
Wasser angesetzt werden, das vorher nach Clausen-van Slyke gefällt 
wurde. 


7. Beständigkeit des bei der Farbreaktion erhaltenen Fartstoffs. 


Läßt man die bei der Milchsäure-Hydrochinonreaktion entstandenen 
Farblösungen mehrere Stunden stehen, so werden sie etwas dunkler, 
auch der Farbton erleidet eine geringfügige Veränderung. Doch be- 
rühren weder die Verstärkung der Farbe noch die Änderung ihrer 
Qualität das Verhältnis der Farbstärke einzelner Lösungen unter- 
einander. Verhalten sich die Farbstärken zweier Proben gleich nach dem 
Ansatz derselben wie 1: 2, so ist dieses Verhältnis selbst nach 24stindigem 
Stehen desselben genau dasselbe. 
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8. Spezifität der Reaktion. 


Die Reaktion mit Hydrochinon ist für die Milchsäure nicht spezifisch. 
Vor allem reagieren, wie längst bekannt!), Aldehyde wie Acetaldehyd, 
Paraldehyd, Methylglyoxal. Das Dsioxyaceton gibt ebenfalls eine 
Reaktion. Auch der Traubenzucker erzeugt eine Braunfärbung. Die 
Stärke der Braunfärbung durch Traubenzucker ist in hohem Grade 
von der Konzentration der H,SO, abhängig, und zwar wächst die 
Stärke der Reaktion bis zu einem gewissen Grade um so mehr, je 
geringer die Konzentration der H,SO, ist. Bei der Schwefelsäure- 
konzentration, die sich für die Farbreaktion der Milchsäure am zweck- 
mäßigsten erwies, ist die Farbstärke, die man mit Traubenzucker 
erhält, stebenmal schwächer als die Farbstärke einer Milchsäurelösung 
von derselben Konzentration (0,1 Y, Traubenzucker gibt bei der Schwefel- 
säurekonzentration l ccm Lösung: 4ccm konzentrierte H,SO, eine 
Reaktion wie 0,014% Milchsáure). Bezüglich des weiteren Verhaltens 
dieser Stoffe verweisen wir auf die in Abschnitt V folgende Fabelle, 
woselbst auch das Verhalten einer Reihe anderer Substanzen dargestellt 
wird. Außer diesen Stoffen aldehyd- oder ketonartiger Natur (Dioxy- 
aceton) geben noch eine Reihe anderer organischer Substanzen eine 
im Verhältnis zur Milchsäure sehr schwache Braunfärbung mit Hydro- 
chinon. So gibt z.B. eine 1%ige Glycerinlösung dieselbe Farbe wie 
eine Lösung von 0,016% Milchsáure. Eine 1%ige P-Oxybuttersáure- 
lösung reagiert mit einer Braunfärbung wie eine 0,003 %ige Milchsäure- 
lösung. Aceton, Acetessigsäure reagieren überhaupt nicht. Aminosäuren, 
Harnstoff, Harnsäure, Kreatin, Kreatinin, eine 5%tye Caseinlösung 
und Caseinsäurehydrolysate geben keine Farbreaktion. Auch wenn man 
diese Stoffe, welche im Blute und in den Organen vorkommen, mit 
Milchsäurelösungen in dem Verhältnis mischt, wie dies im Blute nach 
den Angaben der Literatur in normalen und pathologischen Fällen 
vorzukommen pflegt, ist dies auf den Ausfall der Reaktion ohne jeglichen 
Einfluß. So bewirken z. B. eine Beimischung von 0,25%, Caseinlósung 
oder Caseinsáurehydrolysat zu einer 0,01 Agen Milchsäurelösung 
keinerlei Ánderung der Farbe. 


Zusammenfassend können wir also sagen, daß von allen hier er- 
wähnten und beschriebenen Milchsäurereaktionen sich die Reaktion mit 
Hydrochinon am besten zur quantitativen Bestimmung der Milchsäure 
im Blute bzw. nach vorhergehender Extraktion der Milchsäure auch in 
den Organen bewährt hat. Die Reaktion ist so empfindlich, daß noch 
0,001 ige Milchsäurelösungen eine sehr deutliche Farbe geben, das 
Verhältnis der Farbstärken verschiedener Proben untereinander selbst 


1) Barbet und Jandrier, referiert im Chem. Centralbl. 1896, I, 325; 
1897, II, 226. , 
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nach 24stündigem Stehen derselben konstant bleibt, der Ausfall der Reaktion 
von der Beimengung verschiedener im Blute und in den Organen vor- 
kommender Produkte (Eiweiß und Eiweißabbauprodukte) in weitem 
Maße unabhängig ist. Allerdings ist die Reaktion für die Milchsäure 
nicht spezifisch. Doch ist zu bedenken, daß diejenigen Substanzen, 
die die Reaktion in starkem Maße geben, wie Kohlehydrat und kohle- 
hydratartige Substanzen, vor der Bestimmung mittels der Kupfer- 
kalkfällung entfernt werden bzw. flüchtig sind, wie der Acetaldehyvd, 
oder in so geringen Mengen vorkommen, daß sie keine wesentliche 
Störung der Reaktion bedingen können. Im übrigen sind alle bisher 
beschriebenen Methoden, auch wohl die titrimetrischen, von dieser Fehler- 
quelle nicht frei. In zweifelhaften Fällen ist es immerhin dann 
möglich, durch Bestimmungen mittels verschiedener Milchsäure- 
methoden sich darüber Klarheit zu verschaffen, ob es tatsächlich nur 
die Milchsäure ist, die für den Ausfall der Reaktion verantwortlich 
gemacht werden kann. 

Die Fletcher-Hopkinssche Reaktion ist kaum spezifischer als die Hydro- 
chinonreaktion; sie kann nur in der Form angesetzt werden, wie wir sie 
oben beschrieben haben. Wenn also Long, der die Fletcher-Hopkinssche 
Reaktion zu einer groben Schätzung des Milchsäuregehalts des Blutes 
verwendet und beim Vergleich mit der Clausenschen Methode zu dem 
Resultat kommt, daß nur die Hälfte bis zwei Drittel der bei letzterer be- 
stimmten Milchsäuremengen als tatsächliche Milchsäuremengen anzu- 
sprechen seien, so können seine Angaben keinen Anspruch auf Verläßlich- 
keit erheben. Gibt er doch in seiner Arbeit nicht genau an, mit welchem 
Zusatz an Thiophen er die Reaktion angesetzt hat. Wir konnten aber fest- 
stellen, daß man, wenn man zu Milchsäureproben verschiedener Kon- 
zentration die gleichen Thiophenmengen zusetzt, zu ganz falschen Resultaten 


gelangt. 

Des weiteren glauben wir anführen zu müssen, daß wir eine Reihe 
anderer Stoffe auf ihre Eignung für eine kolorimetrische Milchsäure- 
bestimmung untersucht haben, die wir kurz erwähnen möchten. Keiner 
dieser Stoffe bietet unserer Meinung nach für eine Milchsäurebestimmung 
irgendwelche Vorteile. So reagieren z. B. Derivate des Morphiums in 
derselben Art wie das Kodein selbst. Des weiteren untersuchten wir 
das Brenzkatechin, Resorcin, Pyrogallol, Naphthol, Thymol usw., Körper, 
die, mit Milchsäure und konzentrierter Schwefelsäure zusammengebracht, 
eine Reaktion, meistens eine Braunfärbung geben. Doch, wie schon 
erwähnt, bieten dieselben keinerlei Vorteile gegenüber dem Hydro- 
chinon. Auch untersuchten wir die Reaktion von Pitarells!). Der Autor 
bezeichnet dieselbe als eine streng spezifische, auch scheint das Prinzip 
derselben von obigen Reaktionen abzuweichen. Doch konnten wir 


1) E. Pitarelli, Arch. di farmacol. sperim. e scienze aff. 80, H. 10, 1920; 
Ronas Ber. 6, 332 und weitere Arbeiten. 
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die Rcaktion keineswegs so gestalten, daß wir sie für eine kolorimetrische 
Methode, vor allem für eine Blutmilchsäurekonzentration hätten 
anwenden können!). 


IV. Bestimmung der Miichsäure im Blute. 


Den ersten Schritt zur Bestimmung der Milchsäure im Blute 
bildet die Enteiweißung desselben. Harrop gab ein Verfahren zur 
EnteiweiBung des Blutes an, das den Vorteil hat, zugleich auch die 
Entfernung der Kohlehydrate zu bewirken. Mendel und Goldscheider 
wenden gegen dieses Verfahren ein, daß die Enteiweißung im Vollblut 
mittels dieses Verfahrens keine vollständige ist und daß ein Teil der 
Milchsäure von dem ausfallenden Eiweiß mitgerissen wird. Was den 
ersten Einwand anbelangt, so wäre er für die Bestimmung der Milch- 
säure mittels der Hydrochinonreaktion ganz ohne Belang. Dagegen 
ist, wie uns eigene Versuche ebenfalls belehrt haben, der zweite Einwand 
wohl zu beachten. Mendel und Goldscheider fällen die Eiweißkörper 
des Blutes in der Weise, daß sie auf 1 ccm Vollblut 6 ccm Wasser und 
l cem einer frisch bereiteten 5°%,igen Metaphosphorsäure dazufügen. 
Die Enteiweißung des Vollblutes ist bei diesem Verfahren vollständig. 
Der Nachteil desselben liegt darin, daß die Metaphosphorsäurelösung 
sehr unbeständig ist und jeden zweiten Tag die Lösung der schwer 
lóslichen Metaphosphorsäure frisch bereitet werden muß; diesem 
Umstand ist schon längst dadurch von französischen Autoren Rechnung 
getragen worden, daß sie die Metaphosphorsäurelösung durch das 
Natriumsalz derselben ersetzten und das verdünnte Blut mit diesem 
Metaphosphatsalz enteiweißten. Durch nachfolgenden Zusatz einer 
äquivalenten Menge von Schwefelsäure wird gewissermaßen im letzten 
Moment in dem Gemisch die freie Metaphosphorsäure erzeugt und da- 
durch die Enteiweißung ausgeführt. Die Natriummetaphosphat- 
lösungen sind aber, wie wir uns selbst überzeugt haben, sehr lange Zeit 
haltbar, ohne ihre Wirksamkeit zu verlieren. Wir haben also für unser 
Verfahren die Enteiweißung des Blutes nach Servantie ausgeführt. 


Vorschrift zur Bestimmung der Milchsäure im Blute. 


0,5 ccm Vollblut wird aus einer ungestauten Vene entnommen, 
hierzu werden 2,5 cem destilliertes Wasser dazugefügt, nachher 0,5 ccm 
n/2 H,SO, und 0,5ccm 59%iges Natriummetaphosphat. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert oder abzentrifugiert, dem Filtrat werden mittels 
einer Pipette 2,5ccm entnommen, in ein kleines Zentrifugierglas 


1) Literaturangaben über Milchsäurefarbreaktionen, zusammengestellt 
bei F. Kutter, Doktordissertation. Basel 1926. 


358 Z. Dische u. D. Laszlo: 


gebracht, hierzu 0,5 ccm 25 %iges Cu SO, dann so viel Calciumhydroxyd 
hinzugefügt, bis die Farbe des Niederschlag von Blaugrün in tief 
Türkisblau überschlägt. Dieser Umschlag zeigt das Alkalischwerden 
der Reaktion in der Probe an. Der Niederschlag wird mittels eines 
trockenen Glasstabes einige Male umgerührt, nach einer halben Stunde 
abzentrifugiert. Von dem klaren Zentrifugat entnehme man lccm 
und bringe es in eine reine, absolut trockene Eprouvette. Nun wird 
die Standardlösung so bereitet, daß man 0,108 g Lithiumlactat, ent- 
sprechend 0,1 g Milchsäure, in 100 ccm Wasser auflöst. Diese Lösung 
ist eine Zeitlang in der Kälte haltbar. Von dieser Stammlösung bereite 
man sich vor der Bestimmung durch Verdünnung derselben eine der 
zu erwartenden Milchsäure entsprechende, bei einem normalen Blute 
etwa 0,002 Y ige, Milchsäurelösung, gebe hiervon ebenfalls 1 ccm in eine 
gleichkalibrierte, trockene Eprouvette und in eine dritte Eprouvette 
l ccm destilliertes Wasser. Man setze zu den drei Proben je 0,1 ccm 
einer 10%igen CuSO,-Lósung, unter Kühlung 4ccm konzentrierte 
H,SO, und 0,1 ccm einer 20 % igen alkoholischen Hydrochinonlósung, 
mische die Flüssigkeiten in den Eprouvetten gut durch. Nun werden 
die Proben 15 Minuten lang im kochenden Wasserbad erhitzt und mit 
der Standardlösung folgendermaßen verglichen: Man nehme zwei 
absolut gleiche Eprouvetten eines Walpoleschen Komparators, gebe 
in beide je 3,5 ccm der zu untersuchenden Lösung und des Standards 
mittels einer Pipette und vergleiche sie im Komparator. Erscheint 
z. B. in demselben die Standardlösung stärker, so setze man mittels 
einer in Hundertstel graduierten trockenen Pipette in kleinen Portionen 
(0,1 bis 0,2 ccm) der Hydrochinonleerprobe (Probe c) und setze das so 
lange fort, bis die Standardlösung und unsere Probe im Komparator 
als gleich erscheinen. Die Berechnung erfolgt dann nach folgendem 
Beispiel: Der Standard erschien mit der Blutprobe nach Zugabe von 
0,7 ccm der Verdünnungsflüssigkeit (Probe c) gleich. Das Verhältnis 
beider Proben ist also 3,5: 4,2 ccm, d.h. die Blutprobe enthielt 83% 
der im Standard vorhandenen Milchsäuremenge, seine Konzentration 
betrug also 1,63 mg-%. Multiplizieren wir diesen Wert mit dem Ver- 
dünnungsfaktor des Blutes (Enteiweißung und Kohlehydratentfernung, 
wobei eine zehnfache Verdünnung resultiert), so bekommen wir den 
wahren prozentischen Milchsäuregehalt des Blutes. Die im Komparator 
so verglichenen Proben können, zwecks weiterer Kontrolle, noch im 
Kolorimeter miteinander verglichen und das Resultat desselben mit 
dem im Komparator gewonnenen nach üblicher Art in Einklang 
gebracht werden. Im Kolorimeter müssen beide Proben, falls man 
sie vorher im Komparator ziemlich genau eingestellt hat, als gleich 
erscheinen (bzw. die Abweichung, die im Kolorimeter konstatiert 
wird, pflegt in der Regel nicht mehr als 5% zu betragen). 
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In der hier beschriebenen Weise bestimmten wir den Milchsäure- 
gehalt in sechs Blutproben, von denen drei normalen und drei krebs- 
kranken Menschen entstammten. Das Blut wurde unter leichter 
Stauung durch Venae punctio gewonnen. 


Nr. | Geen des Blutes Anmerkung 
10 
u | A  __ _=< 224 


1" 0,0172 | P 

2 0,021 — 

3 0,0243 — 

4 | 0,0379 | Ca pulmon. Kachexie 

5 | 0,021 |! Plattenepithel Ca der Mamma 
6 | 0,033 | Oesophagus Ca Kachexie 


Unsere Werte stimmen mit den von Clausen gefundenen überein. 
Dieser fand im menschlichen Blute 0,015 bis 0,032. Mendel und Gold- 
scheider, Büttner und Schumacher und Collazo!) fanden tiefere Werte, 
0,008 bis 0,005%. Doch gewannen die drei erstgenannten das Blut 
ohne Stauung, was in unseren Versuchen nicht der Fall war. Schon 
geringe Stauung bewirkt aber nach Mendel, Engel und Goldscheider ein 
Ansteigen der Milchsäurekonzentration im Blute um 0,011 bis 0,035 %. 


V. Versuch zur Anwendung des Hydrochinonverfahrens auf die Auswertung 
der bei Organglykolyse gebildeten Milchsäure. 


Wir haben versucht, dieses Verfahren sinngemäß für die Be- 
stimmung der bei der Glykolyse gebildeten Milchsäuremengen an- 
zuwenden. Wir müssen in solchen Versuchen diejenige Milchsäure- 
menge, die schon vor der Glykolyse als präformierte Milchsäuremenge 
vorhanden war, als Ausgangswert benutzen. Die Bestimmung dieser 
präformierten Milchsäure kann durch vorhergegangene Extraktion 
derselben aus dem Gewebe oder aber auf die Art erfolgen, daß man bei 
Glykolysenversuchen das zu untersuchende Gewebe in zwei Teile 
teilt, sie wiegt, zu beiden Teilen die gleiche Menge einer zucker- 
haltigen ‚‚Ringer‘‘-Lösung zusetzt, in der einen Probe durch Zusatz 
von etwas Chloroform die Glykolyse vollständig hemmt, beide Proben 
sodann bei Brutofentemperatur schüttelt. In einer Stunde enthält 
die Außenflüssigkeit in der chloroformierten Probe die gesamte diffusible 
Milchsáuremenge. Nach einem weiteren einstündigen Aufenthalt 
nimmt diese Milchsäuremenge nicht mehr zu. Auf diese Art bestimmt 
man also diejenige Menge an Milchsäure, die ohne jegliche Glykolyse 


1) Büttner, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 33; Schumacher, Klin. 
Wochenschr. 1926, Nr. 12; Collazo und Morelli, Journ. de Physiol. 24, 
76, 1926; Goldscheider und Engel, Klin. Wochenschr. 1925, S. 262, 306, 
542, 804. | 
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bzw. schon vor der Glykolyse vorhanden war und während des Brut- 
ofenaufenthalts aus dem Gewebskomplex in die Außenflüssigkeit 
diffundierte. Nach Beendigung eines Glykolysenversuchs werden 
beide Proben, Flüssigkeit samt Gewebe, mit Kupferkalk nach Harrop 
gefällt. Die weitere Behandlung erfolgt auf die Art, daß man nach dem 
Abzentrifugieren je 1 ccm des Zentrifugats bzw. 1 ccm eines Milchsäure- 
standards von ungefähr entsprechender Konzentration und 1ccm 
Wasser mit je 4 ccm konzentrierter Schwefelsäure und 0,1 ccm 
20 % igem alkoholischen Hydrochinon versetzt, die Proben 15 Minuten 
im Wasserbad kocht und nach Abkühlung derselben die Proben mit- 
einander, wie vorher beschrieben, kolorimetrisch vergleicht. Es wäre 
zu bemerken, daß sowohl das Wasser als auch der Milchsäurestandard 
ähnlich wie die zuckerhaltigen Glykolyseproben mit Kupferkalk 
gefällt werden und daß zu all diesen Proben der Zusatz von 
0,1 ccm einer 10%igen CuSO,-Lósung nicht zu erfolgen hat!). 
Die Harropsche Fällung darf in diesen Fällen deswegen ausgeführt 
werden, weil die Eiweißmengen im Verhältnis zu den Eiweißmengen 
im Blute viel geringer sind, eine Absorption der Milchsäure durch das 
ausgefällte Eiweiß kaum in Betracht kommt. Daß die Fällung der 
Eiweißkörper hierbei eventuell keine komplette ist, stört, wie schon 
erwähnt, den Ausfall unserer Reaktion nicht. Die Auslassung einer 
Eiweißfällung bzw. die Kombination der Kohlehydratentfernung mit 
der gleichzeitigen EiweiBfállung nach Harrop bedeutet jedoch eine 
wesentliche Vereinfachung der Methodik. Bei der Berechnung der 
während eines Glykolysenversuchs entstandenen Milchsäure wird die 
in der chloroformierten Probe gefundene als Ausgangswert genommen. 


Da während der Glykolyse nicht nur Milchsäure, sondern auch 
andere Zwischenprodukte des Zuckerabbaus entstehen können, mußten 
wir dieselben unter verschiedenen Bedingungen untersuchen, wie weit 
sie mit Hydrochinon reagieren. Wir führen diese von uns untersuchten 
Substanzen in der folgenden Tabelle I an. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daß von all diesen Substanzen 
nur Ácetaldehyd, Methylglyoxal und Aldol unsere Reaktion stören, 
weil dieselben mit Kupferkalk nicht oder kaum entfernt werden und 
die Reaktion mit Hydrochinon ziemlich stark geben. Der Acetaldehyd 
ist jedoch sehr leicht flüchtig, kann also ohne weiteres durch Kochen 
entfernt werden. Das Aldol setzt sich Literaturangaben zufolge mit 
Wasserdampf bei 84°C in Crotonaldehyd um, welches dann wiederum 


1) Der von uns für die Bestimmung der Milchsáure im Blute empfohlene 
Kupferzusatz darf hier deswegen nicht erfolgen, da in Gewebsextrakten 
Substanzen vorkommen, die bei Kupferzusatz und Schwefelsäure einen 
roten Niederschlag bzw. eine Trübung erzeugen. 
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Tabelle I. 
i Hydrochinonreaktion | | 
| ohne vorh. , : | 
3 ch Clausen» | Thiophen» 
no, an [Pan styker | reaktion A 
tigkeit Fallung scher PER, Fletcher» 1 KE 
Die Reaktionsstärke einer ZU 
ı Gewichtseinheit Milchsäure 
" wird mit 100 bezeichnet || | 
Milehsäure . . . . 6 | 100 100 + o 
Brenztraubensäure . g | 2 2 0 | 
Glycernsäure . . . "6 5 5 + | 
Acetaldehyd . . . || + 50 59 0 Merck. 
Glycerinaldehyd . . ı 0 | 15 `, 4 | + Präparat von Prof. 
Methylglyoxal .. 0 | KU 30 + Neuberg. 
Aldol ...... | 0 | 50 | 40 + Präparat von Prof. 
Dieoxyaceton v je | 25 | 3 + Neuberg. 
Hexosediphosphor- | 
saure . 2.2... 0 13 | 0 0 
Glucose . 2»... 0 13 | 0 0 
Glucuronsäure 0 |! 13 | 0 0 
Aceton, 22... ES 0 0 o 
A-Oxybuttersäure . 0 | 0.3 — | 0 
Glycerin 2... 2... | 0 | 1,5 — | — | 


flüchtig ist. Unter Umständen könnte also das Aldol, soweit es bei der 
Gärung vorkommen dürfte, vielleicht entfernt werden. Für das Methyl- 
glyoxal besitzen wir vorderhand keine spezifische Reaktion, die eine 
Trennung desselben von der Milchsäure gestatten würde. Es ist also 
ohne weiteres möglich, daß die bei der Hydrochinonmethode bestimmte 
Milchsäuremenge unter Umständen zum geringeren Teile auch auf 
Kosten des Methylglyoxals zu beziehen wäre. Wir möchten an dieser 
Stelle noch betonen, daß während der Gärung selbstverständlich auch 
andere, vorderhand nicht bekannte, demzufolge auch nicht be- 
stimmbare Substanzen entstehen könnten, daß die mit unserer 
Methode ermittelten Werte also nur mit diesem Vorbehalt zu ver- 
werten sind. Dieser Vorbehalt trifft allerdings in noch höherem Maße 
alle anderen Milchsdurebestimmungsmethoden. An dieser Stelle erlauben 
wir uns noch, Herrn Prof. C. Neuberg für die gütige Überlassung von 
Glycerinaldehyd, Aldol und Methylglyoxal ergebenst zu danken. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Arbeit werden die bisher in der Literatur 
beschriebenen kolorimetrischen Milchsäurebestimmungsmethoden einer 
Prüfung unterzogen und es wird auf die Mängel derselben hingewiesen. 

2. Es wird die Fleicher-Hopkinssche Reaktion in bezug auf ihre 
Spezifität untersucht und eine Modifikation derselben angegeben, die 
es ermöglicht, die Milchsáure, wenn auch umständlich, quantitativ zu 
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bestimmen. Es wird der Reaktionsverlauf dieser Farbreaktion, ihre 
Eigentümlichkeiten, studiert; dabei konnten gewisse Regeln gefunden 
werden, deren Nichtbeachtung eine Bestimmung der Milchsäure 
illusorisch macht. 


3. Es wird eine Milchsäurebestimmung im Blute und in den 
Organen für Glykolysenversuche mittels Hydrochinon empfohlen, 
welche die den bisher beschriebenen Methoden anhaftenden Mängel 
zu vermeiden bemüht ist. Dieselbe wird mit 0,5 ccm Blut in der Weise 
ausgeführt, daß die Blutprobe nach Entfernung des Eiweißes mit 
Natriummetaphosphat und H,SO, und der Kohlehydrate nach Clausen- 
van Slyke, mit konzentrierter H,SO, und Hydrochinon versetzt, im 
kochenden Wasserbad 15 Minuten erhitzt und die resultierende Orange- 
braunfärbung mit derjenigen einer entsprechend behandelten Milch- 
säurestandardlösung verglichen wird. Unter Einhaltung gewisser 
Bedingungen erscheint die Farbstärke der Proben auch bei den in 
zehnfach verdünntem Blute vorkommenden Konzentrationen der 
Mislchsäuremenge innerhalb der gewöhnlichen Fehlergrenze kolorimetrischer 
Messungen proportional. 


yrf è "AE 


Studien über die Ausscheidung der Triphenylmethansulfo- 
säurefarbstoffe und Carbinole mit dem Harn. 


Von 
G. v. Farkas, G. Györgyi und L. Németh. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. ung. Péter-Pázmány-Universität 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1927.) 


Karczag hat darauf aufmerksam gemacht, daß nach Einverleibung 
von Triphenylmethanfarbstoffen im Urin zuerst die farblose Modifi- 
kation, die Carbinolbase, erscheint. Versuche mit Vändorfy und Paunz 
lassen den Einfluß des Blutalkalis bei diesem Vorgang erkennen!). 
Wankell?) ließ die Farbstoffe durch Kollodiumhülsen diffundieren und 
stellte fest, daß bei seinen Versuchen das Carbinol die Membran leichter 
passieren konnte als der Farbstoff. Alle diese Versuche wurden durch 
die Annahme erklärt, daß die farblose Modifikation feiner dispers ist 
und deswegen schneller diffundiert als der Farbstoff selbst. 

Es ist sehr schwer, mit den üblichen Methoden die Vorgänge 
während der Diffusion der Farbstoffe experimentell klar zu verfolgen. 
Es bietet große Schwierigkeiten, eine Lösung zu gewinnen, in der 
Carbinol und Farbstoff nebeneinander in unverändertem Verhältnis 
vorhanden sind. Schon die Auffindung der farbigen Zone bereitet uns 
Schwierigkeiten, und läßt man die Farbstofflösungen gegen Gele von 
verschiedener (H) Konzentration diffundieren, bei denen nur Carbinol 
oder nur Farbstoff in Lösung ist, so erhält man Werte, die nicht ver- 
gleichbar sind, da das Gel bei verschiedener (H) in verschiedenem 
Maße quillt. Es kann sich also bei solchen Versuchen nur um die Fest- 
stellung qualitativer Unterschiede handeln nach Art unserer folgenden 
Versuche. 


1) L. Karczag und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1923— 1926. 
2) Wankell, Pflügers Arch. 207, 104, 1925. 
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Wir verwendeten Lösungen von sauren Farbstoffen und ließen 
sie gegen ein Gelatinegel diffundieren, das mit n/10 Phosphat auf 
pu 7,4 gepuffert war. Bei einigen Farbstoffen fanden wir tatsächlich, 
daB nach der Regeneration in Essigsäure die farbige Zone breiter wurde. 
Dieses Resultat entspricht also wirklich den Ergebnissen jener Versuche, 
die auf eine größere Diffusionsgeschwindigkeit der Carbinole zu deuten 
schienen. Nun gingen wir einen Schritt weiter. Wenn wir das Gel 
nicht pufferten, sondern nur mit NaOH auf pu 7,4 brachten, ver- 
schwand bei manchen Farbstoffen die farblose Zone und wurde bei 
anderen wesentlich schmáler. Bei anderen Versuchen, die wir mit 
n Phosphat anstellten, breitete sich die farblose Zone aus und ragte 
manchmal sogar in die Lösung hinein, d.h. diese entfärbte sich auch. 


Diese Versuche, die noch einen provisorischen Charakter haben, 
deuten darauf hin, daß wir es in diesem Falle gar nicht mit einer MeB- 
methode der Diffusionsgeschwindigkeit zu tun haben. Der Farbstoff 
ist sauer und diffundiert in ein alkalisches, gepuffertes Gel. Die fein- 
dispersen Micellen — ein relativ kleiner Teil der ganzen dispersen 
Phase — eilt voraus und gelangt in Gebiete, die vom Farbstoff noch 
unberührt sind. Ist die Pufferung so stark, daß sie befähigt ist, die 
durch diese Micellen mitgeführten H abzupuffern, so werden diese 
Micellen entfärbt und es bildet sich die Carbinolzone. Aber es ist durch- 
aus nicht mit Sicherheit zu behaupten, daß die Carbinolteilchen dieser 
Zone ihren Weg bis zu ihrem Endpunkt nur als Carbinolmicellen und 
nicht teilweise als Farbstoffmicellen zurückgelegt haben, und deswegen 
ist der Weg, der hinter ihnen liegt, keineswegs ein Maß für ihre Diffusions- 
geschwindigkeit. 


Erst kürzlich hat der eine von uns [Németh1)], um seine Versuchs- 
ergebnisse zu erklären, darauf hingewiesen, daß die Farbstoffe im 
Moment ihrer Umlagerung in kleinere Micellen zerfallen könnten, 
wodurch ihre größere Diffusionsgeschwindigkeit und auch das Ver- 
halten des Carbinols in Tumoren ungezwungen erklärt werden könnte. 
Da aber, wie aus unseren Reagenzglasversuchen ersichtlich ist, diese 
Schlußfolgerung keineswegs als zwingend gelten kann, da wir ja dem- 
selben Gedankengang folgend sagen könnten, daß der Dispersitätsgrad 
des Carbinols von der Salzkonzentration abhängig ist — eine Annahme, 
die jeder empirischen Stütze entbehrt —, so war es angebracht, nach 
einer Erklärung zu suchen, mit der wir, rein auf Grund der Tatsachen, 
das Wesen der einschlägigen Vorgänge durchschauen können. 


Vorliegende Versuche verfolgten die Absicht, zu beweisen, daß es 
sich im Organismus bei der primären Carbinolurie (sowie auch bei 


1) Németh, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 5/6, 1926. 
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den Erscheinungen, die bei der Vitalfärbung von Tumoren beschrieben 
worden sind) um gleichsinnige Vorgänge, wie bei den Gelatinegel- 
versuchen, handelt. 


Versuch 1. 


. Hund, Gewicht 12 kg. Median-Laparatomie in kombinierter Morphin- 
Athernarkose. Einbinden einer Kanüle in den rechten Ureter. Der ab- 
tropfende Harn wird in minütlich gewechselte Widalröhrchen aufgefangen. 


4h58’° Intravenöse Injektion von 10 ccm einer 2,5% igen Wasserblau- 


7 21 
7 53 


lösung. 

Dieselbe Injektion. 

Erscheinen des Carbinols im Harn. 

Der Carbinolgehalt des Harns nimmt zu. 

Der Carbinolgehalt des Harnes nimmt zu. 

Erscheinen des Farbstoffs im Harn. 

Beginn der intravenösen Infusion einer 4% igen Natriumhydro- 
carbonatlösung. 

Die Farbenintensität des Harns nimmt ab. 

Beendigung der Bicarbonatinfusion (verbrauchte Menge 80 cem). 
Der Harn erscheint ungefärbt. 


Beginn der intravenösen Infusion einer auf physiologischen Koch- 
salzgehalt gebrachten n/4 Salzsäurelösung. 


Verbrauchte Menge 40 ccm. 
Verbrauchte Menge 70 ccm. 


Die Harnfarbe nimmt einen rötlichen Ton an (injizierte Säure- 
menge 108 ccm). 


Der Harn ist blau. (Gesamte verbrauchte Säuremenge 120 ccm. 
Beginn der Infusion einer 10%, igen Dinatriumhydrophosphat- 
lösung. 

Der Harn entfärbt sich. 

Verbrauchte Lósungsmenge 58 cem. 


Die in den einzelnen Zeitabschnitten aufgefangene Harnmenge 
nimmt bedeutend zu, sie erreicht etwa das Zwei- bis Dreifache 
der früher sezernierten Harnmengen. 


Ausscheidung eines ungefärbten (carbinolhaltigen) Urins. Bisher 
verbrauchte Dinatriumhydrophosphatmenge 80 ccm. 


Intravenöse Infusion einer 10% igen Natriumdihydrophosphat- 
lösung. 


Auftritt der bläulichen Harnfarbe. Menge der injizierten Lösung 
45 ccm. 


Menge der injizierten Lösung 90 ccm. Schluß der Infusion. 


Intravenöse Injektion von 10 ccm einer 1,°,igen Wasserblau- 
carbinollösung. 


Bedeutende Zunahme der Harnfarbenintensität. Kein Carbinol 
im Harn. 


Töten des Tieres mit Chloroform. 
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Versuch 2. 
Hund, Gewicht 9 kg. 
4h30' Citratblutentnahme. Plasma schwach gelblich. 
4 40 Beginn der intravenösen Infusion einer 10% igen Natriumdihydro- 
phosphatlösung. Polyurie. Zweiminütlich Eprouvettenwechsel. 
4 54 Aufhören der Infusion (infundierte Menge 34 ccm). 


4 58 Intravenöse Injektion eines mittels Natriumoleat hergestellten 
1, %igen Sáurefuchsincarbinols. 


58” 30” Beendigung der Injektion. 

Erscheinen des Farbstoffs im Harn. 

8 Citratblutentnahme. Plasma tief rot. 

14 Beginn der Infusion einer 10% igen Dinatriumhydrophosphat- 
lösung. 

5 21 Abnahme der Harnfarbenintensitát. Harn carbinolhaltig. 


535 Der Harn ist kaum gefärbt. Verbrauchte Flüssigkeitsmenge 
60ccm. Ende der Infusion. Blutentnahme. Plasma schwach 
gelblich, enthält viel Carbinol. 


5 38 Beginn der Infusion einer auf physiologischen Kochsalzgehalt 
gebrachten n/4 HCl-Lósung. 


5 43 Unterbrechung der Infusion wegen Thrombose der Femoralvenen 
(injizierte Menge 20 ccm). 
53 Fortsetzung der Infusion in die linke Axillarvene. 
Ausscheidung eines deutlich gefärbten Harns. 
l Ende der Infusion (infundierte Menge 30 cem). 
Infusion einer 4% igen NaHCO,-Lösung in die linke Jugularvene. 
23 Abnahme der Harnfarbenintensität. 


42 Ausscheidung eines vollkommen ungefärbten (carbinolhaltigen) 
Harns. 
6 44 —Aufhóren der Infusion (infundierte Menge 70 ccm). Blutentnahme 
durch Herzpunktion. Plasma hellrosa. 
6 46 Töten des Tieres durch Chloroform. 


a On CH A 
p 


Cp Co 9 Ce CH m 


Es fragt sich nun, wie diese Protokolle zu deuten sind. Als erstes 
erhellt aus den Versuchen, daß durch intravenöse Infusion von Säuren 
und Alkalien die Carbinolisation des Farbstoffs auch im lebenden 
Organismus beeinflußt werden kann. Wie im Reagenzglas, so be- 
günstigen auch im tierischen Körper die OH’ die Bildung und die H' 
die Rückbildung des Carbinols. 

Bezüglich der Ausscheidungsgeschwindigkeit der elektropen Farb- 
stoffe und Carbinole zeigten uns die Versuche folgendes: 

Wie aus den Regenerationsversuchen hervorgeht, enthielten in 
Versuch 1 auch die farbigen Urinproben Carbinol. Wenn wir Farbstoff 
ohne Vorbehandlung injizierten, ging eine reine Carbinolurie der Chrom- 
urie voraus, die einige Minuten dauerte. Aber auch nach Erscheinen 
des Farbstoffs im Urin ließ sich Carbinol nachweisen. Nach einer Vor- 


Ausscheidung d. Triphenylmethansulfosäurefarbstoffe usw. m. d. Harn. 367 


behandlung mit Säure verhielt sich aber die Sache so, daß die primäre, 
reine Carbinolurie wegblieb; da die erste gefärbte Urinprobe kein 
Carbinol enthielt, dieses im Gegenteil erst nach einigen Minuten erschien, 
haben wir es hier mit den dem vorigen entgegengesetzten Versuchs- 
ergebnissen zu tun. 

So viel scheint also schon sicher zu sein, daß nicht eine größere 
Diffusionsgeschwindigkeit des Carbinols die Ursache der primären 
Carbinolurie ist. Wäre dies der Fall, so dürfte eine Veränderung des 
Milieus nur die quantitativen, aber nicht die qualitativen Diffusions- 
geschwindigkeiten beeinflussen. Daß eine Ansäuerung des Organismus 
durch die Infusion der Säure gelang, ist daraus ersichtlich, daß das 
Plasma des Tieres stärker rot gefärbt war als das verwendete Carbinol. 
In noch stärkerem Maße müssen wir das von den Nieren annehmen, die 
doch zur Ausscheidung der überschüssigen H -Ionen berufen sind. 
Wenn diese Ansäuerung in den Nieren stattfand, so war ihre Pufferungs- 
fähigkeit erloschen. Gerade darin müssen wir die Erklärung der ge- 
schilderten Erscheinungen erblicken. 

Injizieren wir einem Tiere einen sauren Triphenylmethanfarbstoff, 
so trifft er im Organismus auf ein Milieu, das auf eine alkalische Reaktion 
gepuffert ist und so die Carbinolisation begünstigt. Ein Teil wird 
schon in der Blutbahn entfärbt, bevor er noch zur Ausscheidung gelangt. 
Dies müssen vorerst Micellen von kleinerem Volumen sein, da diese 
infolge ihrer größeren spezifischen Oberfläche leichter den Einflüssen 
der Umgebung zugänglich sind. Demnach werden sie schneller diffun- 
dieren und früher die Nieren durchdringen. Dann gelangt aber auch 
der Farbstoff in die Nierenkapillaren und diffundiert in die Epithel- 
zellen. Die farbigen Micellen tragen eine starke saure Valenz mit sich, 
die sich am Reservealkali des Protoplasmas sättigt. Das werden vorerst 
` wieder Micellen von größerer Dispersität sein. Solange in den Nieren- 
epithelien dieser Vorgang stattfindet, ist nur Carbinol im Harn zu 
finden. Nach und nach aber diffundieren auch größere Micellen in die 
Epithelzellen hinein und erschöpfen die Alkalireserve. Nach diesem 
Zeitpunkt passiert der Farbstoff die Nieren unverändert. So wird das, 
was aus der Blutbahn als Farbstoff ausgetreten ist, als Farbstoff 
sezerniert, und was als Carbinol in die Nieren trat, diese auch farblos 
verlassen. Es wird also während der ganzen Zeit, wo die Niere den 
Triphenylmethanfarbstoff sezerniert, Carbinol ausgeschieden, welchem 
sich noch eine Chromurie während der Erschöpfung der Alkalireserve 
des Organismus hinzugesellt. 

Bei den Säureversuchen versuchten wir, diesen Vorgang um- 
zukehren: Wir schufen durch die Säureinfusion ein saures Medium und 
injizierten ein alkalisches Carbinol. Während beim normalen Tiere 
nach Einverleibung von Carbinol niemals Farbstoff im Urin auftritt, 
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konnten wir hier den Farbstoff im Harn nachweisen und das noch’ 
bevor das Carbinol erschienen wäre. Die Vorbehandlung mit Säure 
bewirkte eine Senkung des Blut pe, das das Carbinol regenerierte. 


Zusammenfassend können wir also sagen, daß bei der Carbinolisation 
der Triphenylmethansulfosäure-Farbstoffe die H-Konzentration des 
Organismus eine vornehme Rolle spielt. Obwohl vieles dafür spricht, 
daß bei der teilweisen Carbinolisation dieser Farbstoffe das Carbinol 
feiner dispers als der Farbstoff selbst ist, so wird doch nicht dieser 
Umstand für die primäre Carbinolurie verantwortlich zu machen sein. 
Es scheint uns, daß dieses Phänomen untrennbar mit der Heterogenität 
des Dispersionsgrades dieser Farbstoffe verbunden ist, eine Tatsache, 
die ja schon den Kern einer verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeit 
in sich birgt. 


Schwankungen des Blutzuckergehaltes beim Rind. 


Von 
M. S. Awdejewa, E. L. Prowatorowa, N.G. Sawitsch und E.L. Thal. 


(Aus der Genetischen Abteilung der Akademie der Wissenschaften und der 
Zentralen Genetischen Station des Instituts fúr experimentelle Biologie, 
Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei der Standardisierung von Insulin an Kaninchen haben Cammidge (1), 
E. Laqueur (2) und andere gezeigt, daß seine Wirkung auf diese Tiere nicht 
immer die gleiche ist. Cammidge und Howard haben den Gedanken aus- 
gesprochen, daß wir es hier mit verschiedenen konstitutionellen Typen von 
Kaninchen zu tun haben, und daß diese konstitutionellen Besonderheiten 
im Zusammenhang stehen mit der ererbten Färbung der Kaninchen. Die 
Standarde, welche an weißen Kaninchen erzielt wurden, können nicht 
mit den an schwarzen Kaninchen erzielten identifiziert werden. Später haben 
Cammidge und Howard (3) an einem anderen Material — an Mäusen — den 
Versuch einer experimentalen Erforschung der Vererbung des Blutzucker- 
gehalts gemacht, und zwar einmalig für jede Maus. Auf Grund der er- 
haltenen Feststellungen sind sie zu dem Resultat gekommen, daß der 
Zuckergehalt sich hier tatsächlich genotypisch feststellen läßt und von 
einem Paare Allelomorphen abhängt, wobei der Anstieg des Zuckergehalts 
durch das rezessive Gen bedingt ist. 


Sowohl vom theoretischen als auch vom praktischen Standpunkt 
wäre es äußerst wichtig, wenn es gelänge, die gleiche Art konstitutioneller 
Typen auch bei den Haustieren, und vor allem beim Rind festzustellen. 
Deshalb wurden wir vom Direktor der Genetischen Versuchsstation 
des ,Nar-Kom-Sem“ (Volkskommissariat für Landwirtschaft) und 
der Genetischen Abteilung der Akademie der Wissenschaften, N. K. 
Kolzoff, beauftragt, uns mit diesen Untersuchungen zu befassen. 

Aber bevor wir mit der Sonderung einzelner konstitutioneller 
Typen begannen, mußten wir die Grenzen und Bedingungen der 
physiologischen Schwankungen des Blutzuckergehalts beim Rind 
feststellen. 


Der Zuckergehalt wurde nach der Methode von Hugedorn und Jensen (4) 
bestimmt. Das Blut wurde mit einer Pipette unmittelbar einer geöffneten 
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Ohrvene entnommen. Jede unserer Bestimmungen ist der Durchschnitt 
von drei einzelnen Untersuchungen. Im Laufe des ersten Monats wurden 
alle Untersuchungen an nüchternen Tieren, nach 13- bis l4stúndigern 
Hungern, angestellt. Wir haben folgende Resultate erzielt: Bei den Kühen 
schwankte der Zuckergehalt im Blute zwischen 0,033 und 0,066%,. Die 
Durchschnittsziffer von 36 Bestimmungen war 9,948% ; bei den Stärken 
schwankten die Resultate zwischen 0,040 und 0,083 %,, — der Durchschnitt 
von zehn Bestimmungen war 0,064% — ; bei den Kälbern waren die Schwan- 
kungen zwischen 0,045 und 0,095 9%, der Durchschnitt von 26 Bestimmungen 
= 0,066%. Bei einem Stiere, der einmalig untersucht wurde, ergaben 
sich 0,049 %. 

Nach sorgfältigen, wiederholten Feststellungen des Blutzuckergehalts 
bei nüchternen Tieren, machten wir die Blutzuckerbestimmung nicht 
mehr am frühen Morgen, sondern um zwei Uhr mittags, d.h. nach der 
üblichen Fütterung der Kühe und nach der Weide. Die Kühe zeigten an 
diesem Tage nicht die üblichen Anzeichen von Hunger (Unruhe, Brüllen usw.), 
sondern lagen fast alle wiederkäuend da. Zum Vergleich führen wir die 
hier gewonnenen Resultate neben den Ziffern der letztmaligen Unter- 
suchungen bei nüchternen Tieren an. 

Der Blutzuckergehalt bei nüchternen Tieren schwankte zwischen 
0,045 und 0,061%. Die Schwankungen nach dem Füttern waren zwischen 
0,040 und 0,061 %. Der Durchschnitt von acht Bestimmungen war an 
beiden Tagen der gleiche, nämlich 0,051%. Die gewonnenen Resultate 
bewiesen folglich, daß der Blutzuckergehalt der Kühe bei nüchternem 
Magen und auf der Höhe der Verdauung der gleiche ist. 


Tabelle I. 

Nüchtern Nach dem Fressen 
en Namie a Kuh ! Zucker in mg i Zucker in mg 
Dora. serie A a l 52 40 
Beljanka ..... Ké 55 61 
Chapruska. ..... i 51 52 
Bassoña ` . 2.2.2020.) 52 49 
Scheleska . . .... | 61 56 
Drema . 2.2... ES 52 48 
Prjanik . .. 2... 45 52 
Dotschka `... 45 56 
Im Durchschnitt . . . | 51 | 51 


Darauf gingen wir an die systematische Feststellung des Blutzucker- 
gehalts im Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme. Fúr dieses Experi- 
ment wurden drei Kálber verwendet, bei denen wir den Blutzuckergehalt 
erst bei nüchternem Magen, dann nach 1 Stunde, 3 und 5 Stunden nach 
der üblichen Nahrungsaufnahme (3 Pfund Kleie mit einem Eimer Wasser 
vermengt) feststellten. Wir geben die erhaltenen Resultate an (Abb. 1). 

Bei dem Kalb AT" sehen wir nach einer Stunde eine Verminderung 
des Blutzuckergehalts, bei dem Kalb ,„B*“ eine Steigerung, bei dem dritten 
Kalb „C“ blieb der Zuckergehalt unverändert. Für die richtige Wertung 
dieser, wenn auch sehr geringfügigen Schwankungen des Blutzuckergehalts. 
ist es notwendig, die Hydrämie in Betracht zu ziehen, welche nach Aufnahme 
einer größeren Flüssigkeitsmenge eintreten und damit die eigentliche Ver- 
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änderung des Blutzuckergehalts verdunkeln kann. Zur Berechnung des 
Wassergleichgewichts haben wir uns auf die Bestimmung der Hámoglobin- 
schwankungen nach Sahlí beschränkt. 


Die hier angefúhrten Kurven der Schwankungen des Zuckers und 
Hámoglobingehalts geben uns eine Vorstellung von der stattfindenden 
Blutverwásserung, welche die tatsáchliche Schwankung der Zuckerkonzen- 
tration bei Kálbern vielleicht ein wenig beeinflussen kann. 


Nachdem wir bei den Kálbern, im Gefolge der Nahrungszufuhr nach 
13stiindigem Fasten, eine so geringe Steigerung des Zuckergehalts erhalten 
hatten, machten wir die analoge Beobachtung bei Kühen, wobei zu dem 
Versuch eine Milchkuh, eine trächtige Kuh und eine Stärke verwendet 
wurden. Nach der Blutentnahme von nüchternen Tieren erhielten diese 
ihre übliche Portion Futter, bestehend aus gemähtem Gras, gemischt mit 
5 Pfund Mehl. Sodann wurde 2, 6 
und 8 Stunden nach der Nahrungs- 
einnahme Blut entnommen. Die er- 
haltenen Resultate beweisen das 
Fehlen jeglicher wesentlicher Schwan- 
kungen des Blutzuckergehalts. 


Zucker inmg 
90 


80 
20 


Nichfern 1 2 J y sd. 
nach dem Essen 
Abb. 1. Abb. 2. 
S = Zucker in mg. 
Hb = Háimoglobin jn Olio, 


Dann stellten wir Versuche an mit einem bestimmten kohlehydrat- 
haltigen Futterzusatz. Am 14. Juli erhielten die bereits früher unter- 
suchten Kälber nach einer Blutentnahme nüchtern je 200 g Zucker, welcher 
ihrer gewöhnlichen Portion Futter beigemengt wurde. Das Kalb „B“ 
wurde zur Kontrolle benutzt und erhielt das gleiche Futter wie die beiden 
anderen Kälber, jedoch ohne die 200 g Zuckerzusatz. Die erste Blutunter- 
suchung nach der Fütterung wurde nach 1 Stunde 20 Minuten bis 1 Stunde 
30 Minuten ausgeführt. 


Die Kurven zeigen nur sehr geringe Abweichungen; wir sehen hier 
Zahlen, die weit hinter den Zahlen zurückbleiben, welche sich bei einer 
gleichen Zuckerzufuhr beim Menschen ergeben, und nicht einmal die Höhe 
der normalen Zahlen bei der Mehrzahl der nüchternen Tiere erreichen. 
Nach 4 Stunden kehrten die Kurven zu ihrem Ausgangspunkt zurück. 
Jetzt blieb die Frage offen, ob wir es hier nicht mit einer sehr schnellen 
Änderung in der Zuckerkonzentration zu tun haben, welche unmittelbar 
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nach der Nahrungsaufnahme eingetreten war und unserer Beobachtung 
entgangen sein konnte. Deshalb versuchten wir die Bestimmung des Blut- 
zuckergehalts bei den Kälbern nach der Kohlehydratzufuhr in noch kürzeren 
Zwischenräumen vorzunehmen. Aber in Anbetracht dessen, daß sich bei 
sämtlichen Kälbern, die von uns einen Nahrungszusatz in Form von Zucker 
erhalten hatten, einige Stunden nach dem ersten Versuch Diarrhoe ein- 
stellte, war es nicht möglich, den Versuch an den bereits benutzten Kälbern 
zu wiederholen. Wir nahmen drei andere Kälber und benutzten als Zusatz 
zur gewöhnlichen Nahrung ausschließlich 5 Pfund Weizenkleie. 


Zucker im m 
1770 Y 


0 D 
Nichtern 7 2 J 4 5 E 7 5 Std. 
noch dem Essen 


Abb. 3. 
Zuoker in mg 
90 
A 
80 # ` 
Zucker in CA 
7 mg 70 
et NÆ NSS 
50 
YO 
30 
20 
Vi 
0 0 
Nichlkemy 1 1% 2 2% J JA 44d Milen 1 12 2 23 3 IVY 9 JS 
noch dem Essen nach dem Essen 
Abb.5. Abb. 4. 


Wir sehen, daß sowohl bei dem Kontrollkalb „D‘“ als auch bei den 
zwei anderen in der Kurve zwei Zacken aufgetreten sind; die eine — nach 
14, Stunden — stimmt genau mit der Zacke der vorigen Kurve überein, 
die andere Zacke dagegen war bereits 1⁄4 Stunde nach der Nahrungsauf- 
nahme erschienen. 4 bis 5 Stunden später sehen wir, daß die Kurve wieder 
zu ihrem Ausgangspunkt zurückkehrt und sich sogar ein wenig unter den- 
selben senkt. Jedenfalls haben wir sowohl hier, als auch in der vorher- 
gehenden Kurve nur eine geringe Erhöhung des Blutzuckergehalts nach 
der Zufuhr von kohlehydratreicher Nahrung feststellen können. Die gleiche 
Beobachtung machten wir an drei Kälbern, von denen zwei, außer dem 
gewöhnlichen Quantum Heu, noch einen Kohlehydratzusatz in Form von 
10 Pfund Weizenkleie bekommen hatten. Die Kontrollkuh ,,B“ hatte 
nur Heu bekommen. 
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Fs erfolgte ebenso wie das erste Mal kein Ansteigen der Kurve und 
wir glauben nicht, daß es unserer Beobachtung entgangen sein könnte, 
da im Laufe von 3 Stunden jeder Kuh siebenmal Blut entnommen worden 
ist. Wir stellen hier die interessante Erscheinung fest. daß die Größe der 
Kohlehydratzufuhr keinen EinfluB auf die 
Steigerung des Blutzuckers ausübt, was deutlich Zen 
aus den Abb. 4 und 6 zu ersehen ist. 


50 

Das, was bei den Resultaten dieser Versuche vo 

an Kühen zunächst auffällt, ist — im Vergleich H 
mit Menschen und anderen Tierarten — starkes Ab- 20 
sinken des Blutzuckergehalts. Die Durchschnitts- 


10 
ziffer von 36 Untersuchungen. bei nüchternen 


0 
Tieren war — wie oben schon gezeigt wurde — “rem “2 ee SE 
0,048 %. Die Grenzen der Schwankungen liegen 5 

zwischen 0,033 und 0,060%. Sogar die höchste RAS: 


Grenze des Blutzuckergehalts ist noch für den Zu- 

stand charakteristisch, den wir Hypoglykämie nennen. Eine so niedrige 
Ziffer hat Bang (5) nur bei Amphibien gefunden: 0,020 bis 0,044%. Diesen 
Zustand der Hypoglykämie können wir natürlich nicht dem hypoglykämi- 
schen Zustande gleichsetzen, welcher durch Injektion von Insulin hervor- 
gerufen wird und dadurch entsteht, daß die Gewebszellen sich nicht schnell 
genug dem plötzlichen Fallen des Blutzuckergehalts anpassen können. 
Im Gegenteil, das allmähliche Sinken des Blutzuckergehalts infolge von 
Hunger oder irgendwelchen anderen Momenten ist gewöhnlich nicht von 
solchen hypoglykämischen Symptomen begleitet, wie sie nach großen 
Insulindosen auftreten, 


Da solch ein niedriger Zuckergehalt nicht nur bei Kühen, sondern auch 
bei Kälbern, Stärken und beim Ochsen zu verzeichnen ist, so kommt eine 
unmittelbare Abhängigkeit dieser niedrigen Ziffern von der Funktion der 
Milchbildung, wie Widmark und Carlens (6) annehmen, nicht in Frage. 
Auf die Möglichkeit eines Zusammenhangs zwischen diesen beiden Er- 
scheinungen werden wir unten näher eingehen. 


Wir kommen nun zu einer anderen, von uns beobachteten, ungewöhn- 
lichen Erscheinung — das ist der relativ gleichmäßige Verlauf der Kurven 
des Blutzuckergehalts bei Kühen, ohne steiles Steigen und Fallen. Die 
Kurven (Abb. 3 und 6) ergaben nach einer recht beträchtlichen Zufuhr 
von Kohlehydratfutter in keinem Falle eine höhere Ziffer als 0,055 %, 
wobei zu bemerken ist, daß wir gerade «diese Ziffer schon bei der ersten 
Blutentnahme von einem nüchternen Tiere, nach 13- bis l4stúndigem 
Hungern, erhielten und daß sie sich später sogar verringerte. Vielleicht 
hängt diese Besonderheit der gewonnenen Kurven mit den Eigenheiten 
des Baues und der Funktionen des Magens der Wiederkäuer zusammen. 


Wir wollen nun noch auf eine weitere Besonderheit hinweisen, welche 
sich auf den ersten Blick sogar der Aufmerksamkeit entzieht. Wir haben 
die Daten, welche wir bei der Untersuchung der Kühe der Anikoffschen 
Station gewonnen haben, tabellarisch so geordnet, daß sie in der Reihenfolge 
der Tage aufgezählt sind, an denen die Untersuchungen angestellt wurden. 
Wenn wir hier die Daten vom 10. Juli mit denen vom 8. Juli vergleichen, 
so finden wir am 8. Ziffern von 0,053 bis 0,060%, am 10. dagegen nur 
Schwankungen von 0,035 bis 0.038%, ungeachtet dessen, daß die Kühe 
vom 9. ab bereits einen Futterzusatz in Form von 5 Pfund Kleie bekamen. 
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Aus der angeführten Tabelle II können wir folgenden Schluß ziehen: Vom 
7. bis zum 10. Juli haben wir eine Periode, in welcher alle Kühe höhere 
Ziffern ergaben als in der darauffolgenden Periode vom 10. an. Dann 
stoßen wir wieder auf einen Tag — den 6. August, — an welchem sich bei 
allen Kühen ein größerer Blutzuckergehalt erweist. 


Tabelle II. 


Name der Kuh 


Dora ..... 
Beljanka. . . . 
Chaprusja . . . 
Bassona . . . . 
Scheleska . . . 
Drema a 
Prjanik . . 
Dotschka 
Schdanofka 
Marischka. . . 


Die gleiche Erscheinung einer eigenartigen Periodizität der Schwan- 
kungen des Blutzuckergehalts finden wir bei zwei schwedischen Autoren, 
Widmark und Carlens, welche ebenfalls Untersuchungen des. Blutzucker- 
gehalts beim Rinde angestellt haben. Allerdings haben diese Autoren 
selbst auf Grund ihrer Daten auf die besprochenen Erscheinungen nicht 
hingewiesen. Aber wenn wir ihre Tabellen von unserem Standpunkt aus 
betrachten, finden wir bei allen untersuchten Kühen hier wie auch in unserem 
Falle Tage, an denen sich eine Erhöhung des Blutzuckergehalts und solche, 
an denen sich ein Fallen desselben ergab. Bei Widmark und Carlens sehen 
wir Tage, an denen der Zuckergehalt zwischen 0,075 und 0,094 % schwankt, 
und Tage, an denen er auf 0,049 bis 0,052% sinkt. 


Zur Kontrolle der von uns beobachteten Erscheinung haben wir in 
der benachbarten Milchwirtschaft ,,Matwejkowo' Untersuchungen an- 
gestellt. Am 22. und 24. August bestimmten wir den Zuckergehalt jedesmal 
an 15 Kühen, wobei sieben von ihnen sowohl am 22. als auch am 24. August 
untersucht wurden (s. Tabelle III). 

Aus dieser Tabelle ersehen wir, daß die sieben zweimal untersuchten 
Kühe am ersten Tage die Durchschnittsziffer 0,038% (Schwankungs- 
grenzen 0,038 bis 0,041 % ), am zweiten Tage die Durchschnittsziffer 0,057 2% 
(Schwankungsgrenzen 0,054 bis 0,065% ) ergaben. Wenn wir diese Daten 
mit den Durchschnittsziffern vergleichen, welche die Untersuchung aller 
15 Kühe am ersten und zweiten Tage ergab, d.h. 0,039 und 0,053 %,, so 
treten die überindividuellen Schwankungen des Blutzuckergehalts bei 
Kühen noch augenfálliger in Erscheinung. 

Wie aus einer genauen Prüfung der angeführten Tabellen 11 und III 
hervorgeht, können die hier festgestellten Schwankungen des Blutzucker- 
gehalts weder damit in Zusammenhang gebracht werden, ob es melkende 
Kühe waren oder nicht, noch mit der Besonderheit ihrer Ernährung. 
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Tabelle III. 
Wirtschaft „Matwejkowo“. 


Jährl. | 


Name der Kühe peg Milch: netz 
Dotschka I 4 140 25 5 21 38 — — 
Milka I. 3 110 20 — 9 41 — am 
Karaimka a Im 120 | - | — 140 | = = 
Schwedka 9 190 25 6 26 40 — == 
Belka. . .. . 6 175 25 6 | 24 43 i = au 
Pawa I 9 175 25 2 17 40 I = 
Druschba 9 150 25 4 24 47 OK en 
Franticha R 6 180 20 — 16 43 .—_ — 
Dotschka I . . 4 | 200 | 25 | 15 | 45 | 498 | 541% | 44 
Ljubimka . . . 3 125 20 — — 361; | 58|< 4 
Moschaskaja . . 6 160 |; 20 — — 88/2 | 6512 3 
Bureschka . . . | 10 92 | 20 4 | 16 | 36,5 58,3 | 14 
Milka II... . 3 ¡136 | 20 | — 3 | 383 5/38 | — 
Sorka.. . . . 5 115 | 20 5 3412 ¡ Mis 6 
Geroika . . . . 6 225 20 — — 41 3 58 E — 
Feja ..... 3 120; 20 | — | — | — 58 24 
Milaschka . . . 4 205 25 4 — — 52 30 
Tschernawka. . 5 150 20 2 — — ı 54 14 
Pestruschka . . 7 178 20 — — — 54 22 
Beljanka 3 — 20 — — — 45 24 
Krasotka 11 137 20 — — — 48 18 
Tugaja . . 9 147 | 20 — — — 50 16 
Brawaja . . . . 6 19 , 20 — — — 50 18 
Im Durchschnitt: | 39 || 58 


Wenn wir auf unsere Beobachtungen die Terminologie von Laqueur 
und Jongh anwenden, welche bei der Erforschung der Reaktion von 
Kaninchen auf Insulin eine ,,intraindividuelle** (d. h. individuelle im eigent- 
lichen Sinne) und eine ‚interindividuelle‘‘ Reaktion unterscheiden, so 
können wir sagen, daß, da der Unterschied des Zuckergehalts bei ein und 
demselben Tiere an verschiedenen Tagen größer ist, als der Unterschied 
zwischen den Schwankungen bei den verschiedenen Tieren an demselben 
Tage, in unserem Falle eine ausgesprochene intraindividuelle Schwankung, 
bei geringer interindividueller, an jedem Tage stattfindet. 


Ebenso wie Laqueur und Jongh keine Beständigkeit in der Reaktion 
ein und desselben Kaninchens auf Insulin fanden, so haben auch wir eine 
Beständigkeit des Blutzuckergehalts weder bei ein und demselben nüchternen 
Tiere (vgl. die Daten der Anikoffschen Station), noch unter bestimmten, 
genau gleichbleibenden Bedingungen der Weide und der Beifütterung 
(vgl. die Daten der Wirtschaft „Matwejkowo‘‘) feststellen können. Laqueur 
und Jongh neigen zur Annahme, daß hier überindividuelle Faktoren eine 
gewisse Rolle spielen, wie atmosphärischer Druck, Temperatur und andere 
allgemeine Einflüsse, welche geeignet sind, individuelle Abweichungen in 
ein und derselben Richtung bei verschiedenen Individuen hervorzurufen. 


Das Vorhandensein solcher individueller Schwankungen, obschon in 
der Literatur noch nicht geklärt, läßt es doch bedauerlich erscheinen, daß 


376  Awdejewa, Prowatorowa, Sawitsch u. Thal: Schwankungen usw. 


Cammidge und Howard (7) ihre Untersuchungen des Blutzuckergehalts als 
konstitutionellen Faktor an solchen Tieren (Mäusen) angestellt haben, die 
nur einmalig untersucht werden können. 

Andererseits schließen auch unsere Untersuchungen, da sie nicht an 
reinrassigen Kühen vorgenommen wurden, keineswegs die Möglichkeit aus, 
daß auch beim Rinde sich gewisse Typen von Glykämie werden feststellen 
lassen. Aus den angeführten Daten können folgende Schlüsse gezogen 
werden: 


1. Der Blutzuckergehalt bei nüchternen Kühen hält sich auf einem 
sehr niedrigen Niveau. | 

2. Kohlehydrathaltiges Futter ruft bei Kühen keinen Anstieg des 
Blutzuckers hervor. 

3. Die Schwankungen des Blutzuckergehalts bei ein und dem- 
selben Tiere an verschiedenen Tagen sind bedeutender als die Unter- 
schiede zwischen verschiedenen Tieren an demselben Tage. 

4. Der niedrige Zuckergehalt und dessen Schwankungen können 
nicht mit der Milchabsonderung in Zusammenhang gebracht werden. 
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Zur Biochemie des Jods. 
Von 
Stelan Weiser und Arthur Zaitschek. 


(Aus der königlich ungarischen tierphysiologischen Versuchsstation in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


Die durch Fütterung von Jodkali bisher erzielten Ergebnisse 
veranlaßten uns zur Ausführung der im folgenden beschriebenen Ver- 
suche. Mit Rücksicht darauf, daß ein Teil des dem Muttertiere verab- 
reichten Jods in die Milch übergeht, sollte untersucht werden, welchen 
Einfluß eine Jodkalifütterung auf das Wachstum der säugenden Tiere 
ausübt. In anderen Versuchen befaßten wir uns mit der Frage, welchen 
Einfluß eine Beifütterung von Jodkali auf die Entwicklung in ihrem 
Wachstum zurückgebliebener, entwöhnter Tiere ausübt. Weiterhin 
sollten jene Versuche wiederholt werden, bei denen der Einfluß der 
Jodfütterung eine Steigerung des Milchertrags hervorrief. 


I. Einfluß des Jods auf die Entwicklung säugender Ferkel. 


Der Versuch wurde an Yorkshiersauen in der folgenden Weise aus- 
geführt. 40 Sauen wurden in zwei Gruppen geteilt, von denen auf Gruppe I 
17, auf Gruppe II 23 Stück entfielen. Die Fütterung und sonstige Haltung 
der beiden Gruppen war während der ganzen Versuchszeit eine vollkommen 
gleiche und unterschied sich nur darin, daß die Tiere der Gruppe I in den 
letzten 3 Wochen ihrer Trächtigkeit und während der Säugezeit pro Kopf 
und Tag 50 g gewöhnlichen kohlensauren Futterkalk bekamen, während 
Gruppe II 50g desselben Futterkalks erhielt, dem aber vorher, aufs sorg- 
fältigste vermischt, 0,25% Jodkali zugesetzt wurden. 

Der Verbrauch an Jodkali betrug daher pro Tier und Tag 125 mg. 
Die Aufnahme dieser ziemlich großen Jodkalimengen ging bei sämtlichen 
Tieren vollkommen glatt vor sich und zeigte sich bei keinem einzigen Tiere 
sowohl während der Trächtigkeitsperiode, wie auch beim Abferkeln und 
bei der Aufnahme der Ferkel irgend eine abnormale Erscheinung. In der 
ersten Zeit der Trächtigkeit bekamen beide Gruppen ein aus zu gleichen 
Teilen aus Gerste und Mais bestehendes Kraftfutter, von dem pro Tag 
und Tier 2 bis 2,5 kg verabreicht wurden. In den letzten 3 Wochen der 
Trächtigkeit wurde diese Ration um l kg erhöht und durch Zusatz von 
10% tadellosem Fleischmehl ergänzt. Als nach dem Abferkeln die normale 
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Fütterung der Sauen begonnen hatte, bestand das Futter aus einer Mischung 
von 30% Maisschrot, 30% Gerstenschrot, 30% Kleie und 10% Fleischmehl. 
Der Ferkelzahl entsprechend wurden dem Muttertier pro Ferkel 0,5 kg der 
obigen Mischung verabreicht und diese Menge durch weitere 0,5 kg — als 
Erhaltungsfutter für die Sau — ergänzt. 


In den ersten 3 Wochen bestand die Nahrung der Ferkel ausschließlich 
aus Muttermilch, hernach wurden sie langsam an Körnergerste gewöhnt, 
die dann sukzessiv durch ein Gemisch von Gerste und Maisschrot, Kleie 
und Fischmehl ersetzt wurde. Das Säugen dauerte bei sämtlichen Tieren 
10 Wochen. Bei jeder Sau wurde die Anzahl der geworfenen Ferkel, das 
Gewicht des ganzen Wurfes, die Zahl der totgeborenen, erdrückten oder 
an einer Krankheit verendeten Ferkel bestimmt. Die Gewichtsbestimmung 
der einzelnen Würfe wurde im Laufe der Säugezeit wiederholt und zum 
Schluß wurde beim endgültigen Entziehen der Muttermilch das Absatz- 
gewicht der einzelnen Würfe bei beiden Gruppen festgestellt. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmung enthält die beiliegende Tabelle. 


Wie ersichtlich, fiel die Zeit des Ferkelns bei beiden Gruppen auf die 
Zeit von Mitte November bis Ende Dezember. Bei den 17 Sauen ohne Jod 
betrug das Minimum der Tragzeit 112, das Maximum 128, im Mittel 
116 Tage. Bei den 23 Sauen mit Jod betrug das Minimum der Tragzeit 
111, das Maximum 118, im Mittel 114 Tage. Die Verabreichung des Jods 
hatte mithin auf die Tragzeit keinen merklichen Einfluß. 


Der Unterschied der zwei Gruppen zeigte sich vorerst weder bei der 
Anzahl der geworfenen Ferkel, noch beim durchschnittlichen Wurfgewicht. 
Auf eine Sau entfielen im Durchschnitt bei Gruppe I (ohne Jod) 8,94, 
bei Gruppe II (mit Jod) 9,18 Ferkel; das Geburtsgewicht eines Ferkels war 
bei Gruppe I 1,28, bei der Jodgruppe 1,16 kg. 


Die Anzahl der verendeten und der aufgezogenen Ferkel war bei den 
zwei Gruppen die folgende: 


| Gruppe 
| N | n 
ohne Jod mit Jod 
A A A a a a Fe SA A A EE A eg 
Gesamtzahl der Ferkel von 17 bzw. 23 Sauen 152 210 
Von diesen: 
totgeboren . . 2 2 2 220. sm E 066% 6 = 285%, 
SEENEN [4= 263% | 4 = 11,45%, 
durch Krankheit verendet. . . . 2... \ 83 — 4,61% 6= 285%, 
aufgezogen . 2 2 2 2 a . . . ... ‚64 = 42,10%, ¡ 174 = 82,85 %, 


Wie ersichtlich, war die Anzahl der totgeborenen und der kurz nach 
der Geburt erdrückten Ferkel bei der Jodgruppe etwas größer als bei 
Gruppe I. Wesentliche Unterschiede zeigten sich hingegen im weiteren 
Verhalten der zwei Gruppen. Trotzdem, wie schon bemerkt, die Haltung 
der zwei Gruppen ganz dieselbe war und auch in der Anzahl und im Wurf- 
gewicht der Ferkel kein Unterschied vorlag, verhielten sich bei der weiteren 
Aufzucht die Ferkel der Jodgruppe viel günstiger als die anderen. Während 
die Ferkel der Jodgruppe weiteren Krankheiten gegenüber eine fast tadellose 
Widerstandskraft zeigten, indem im Verlauf der ganzen Säugezeit nur 
2,85% der Ferkel infolge der üblichen Ferkelkrankheiten verendeten, so 
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daß trotz der hohen Erdrückungszahl 82,85%, aufgezogen und abgesetzt 
werden konnten, betrug der Verlust bei der ohne Jod gehaltenen Gruppe 
54,61%, so daß nur 42,10% aufgezogen und abgesetzt werden konnten. 


Bei Gruppe I (ohne Jod) erlitten namentlich die Ferkel der Sauen Nr. 11 
bis 17 sehr große Verluste und auch die aufgezogenen Ferkel dieser Sauen 
blieben in ihrer Entwicklung sehr stark zurück. Von den 68 Ferkeln der 
Sauen Nr. 11 bis 17 gingen 33 teils bei der Geburt, teils in den ersten 
4 Wochen zugrunde, während die übrigen 35 Stück an verschiedenen Krank- 
heiten in den letzten 4 Wochen der Säugezeit eingingen. Daß diese Ferkel 
trotz der sorgfältigsten Haltung nicht am Leben zu erhalten waren, geht 
aus ihrem am 31. Dezember bestimmten durchschnittlichen Gewicht hervor, 
daß im Minimum 2,29, im Maximum 4,20 kg betrug. Wie bemerkt, gingen 
in den letzten 4 Wochen der Säugezeit sämtliche 35 Stück zugrunde. Bei 
Gruppe I (ohne Jod) konnten also von 17 Sauen nur die Ferkel von 
10 Sauen aufgezogen werden, während bei der Jodgruppe von 23 Sauen 
die Ferkel sämtlicher Sauen, und zwar — wie weiter ersichtlich — mit 
einem befriedigenden Resultat aufgezogen werden konnten. 


Diese krassen Unterschiede kommen in der Gewichtszunahme und im 
Absatzgewicht der Ferkel der zweiten Gruppe am deutlichsten zum Ausdruck. 
Nachdem das Gewicht der einzelnen Würfe sofort nach der Geburt bestimmt 
war, wurde es im weiteren Verlauf der Säugezeit noch dreimal bestimmt. 
Die sich bei diesen Wägungen ergebenden Durchschnittsgewichte waren 
für je ein Tier der Gruppen die folgenden: 


Durchschnittsgewicht eines Ferkels in Gruppe 


I II 
ohne Jod mit Jod 
= kg E A 
Nach der Geburt . . . 2 222.0. | 1.28 | 1,16 
„ etwa 4 Wochen . . 2. 2... | 5.29 5,85 
5 a 6 bis 7 Wochen. . ... | 6,92 | 10,50 
„ dem Absetzen . . 2.2 22.2. 13,17 | 18,54 


Wie ersichtlich, war die Entwicklung der zwei Gruppen eine grund- 
verschiedene. Bei den aufgezogenen Ferkeln war der Unterschied in den 
ersten 4 Wochen noch ein ziemlich geringer, verstärkte sich aber in den 
letzten 6 Wochen der Säugezeit in sehr beträchtlichem Maße. Während 
nach 6 bis 7 Wochen das Gewicht der bis zum Absetzen aufgezogenen 
einzelnen Ferkel bei Gruppe I (ohne Jod) zwischen 5,50 bis 9,43 kg schwankte 
und im Mittel 6.92 kg ausmachte, hatten zur selben Zeit die Ferkel der 
Jodgruppe ein Gewicht von 8,63 bis 13,25 kg, im Mittel von 10,50 kg. 


Das Absatzgewicht der 64 Ferkel der Gruppe I schwankte zwischen 9,00 
bis 15,71 kg und betrug im Mittel 18,17 kg, demgegenüber schwankte das 
Absatzgewicht der 174 Ferkel der Jodgruppe zwischen 12,0 bis 25,17 kg 
und war im Mittel 18,54 kg. 

Sowohl das angegebene Minimum, wie auch das Maximum muß aber 
als ein ganz abnormales betrachtet werden. Das Minimum war dadurch 
verursacht, daß die Ferkel der Sau Nr. 1 von Anfang an ungemein schwach 
waren. Hingegen muß als abnormal groß das Absatzgewicht der Ferkel 
von der Sau Nr. 2 betrachtet werden, das im Durchschnitt 25,17 kg betrug. 
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Nach Weglassen dieser extremen Werte schwankte das Absatzgewicht der 
174 — 12 = 162 Ferkel von 14,33 bis 22,67 kg und betrug im Mittel 18,24 kg. 


Worin die Ursachen der schlechten Entwicklung der Ferkel der Gruppe I 
zu suchen sind, läßt sich kaum feststellen, da die Haltung der Muttertiere 
und die der Ferkel ganz normal war und sich in keiner Weise von jener der 
Gruppe II unterschied. Nachdem wir alle Möglichkeiten in Berück- 
sichtigung zogen, blieb als einziger Faktor, der sich zuungunsten der 
Gruppe I auswirken hätte können, der Umstand übrig, daß der Stallteil, 
in dem diese Tiere untergebracht waren, weniger Sonne hatte und daher 
weniger warm war als jener Teil, in dem die Tiere der Jodgruppe standen. 
Aber auch dieser Grund erwies sich als nicht stichhaltig, denn in anderen 
Fällen konnten die im erwähnten Stalle gehaltenen Ferkel normal auf- 
gezogen werden. Wir stehen daher hier wieder vor dem so oft vorkommenden 
Fall, daß die Ferkel von einer Partie Sauen in der Winterzucht absolut 
schlecht gedeihen und ihr Absatzgewicht selbst unter dem Minimum der 
in den Sommermonaten erzielten Resultate verbleibt. Demgegenüber 
zeigte die mit Jod gehaltene Gruppe eine Entwicklung, die man hierzulande 
selbst in den Sommermonaten als befriedigend bezeichnen muß. Unter 
diesen Umständen muß logischerweise dies mit der in anderen Fällen beob- 
achteten vorteilhaften Wirkung des Jods im Zusammenhang stehen. Daß 
diese Annahme nicht grundlos ist, geht auch aus den Ergebnissen der 
folgenden Versuche hervor. 


Zur selben Zeit, als wir den Einfluß des Jods auf die Entwicklung 
säugender Ferkel untersuchten, fanden sich zwischen den Ferkeln einer 
anderen größeren Gruppe von Sauen, die von Ende Oktober bis Anfang 
November geworfen haben, 50 Stück abgesetzte Ferkel vor, die sich trotz 
sorgfältigster Haltung sehr schlecht entwickelten. Die Ursache der schlechten 
Entwicklung und des fortwährenden Verendens einzelner Ferkel konnte 
mit Sicherheit nicht festgestellt werden. Die Tiere waren sogenannte 
Kümmerer, von denen einzelne ohne ausgeprägte Krankheitssymptome 
plötzlich verendeten. Diesen Tieren verabreichten wir nun statt gewöhn- 
lichen kohlensauren Futterkalks solchen, der 0,25% Jodkali enthielt. 
Innerhalb 10 Tagen hörten nicht nur die weiteren Todesfälle auf, sondern 
sämtliche übriggebliebenen Ferkel erholten sich zusehends. Sie nahmen 
eine vollkommen gesunde Farbe an und ihre Freßlust hob sich in dem 
Maße, daß sie in kurzer Zeit die normalen Tiere dem Äußeren und Gewicht 
nach erreichten. 


II. Einfluß des Jodkalis auf die Milchsekretion. 


Durch Versuche, die am Agrikulturchemischen Institut der Hoch- 
schule für Landwirtschaft Weihenstephan an Ziegen und Kühen ausgeführt 
wurden, wurde nachgewiesen, daß eine Verfütterung von Jodkali auf die 
Milchabsonderung einen fördernden Einfluß ausübt. (Fortschritte der 
Landwirtschaft 1927, H. 4 und 8.) Um einen weiteren Beitrag zu dieser 
Frage zu liefern, haben wir an Milchkühen einen Versuch nach dem Gruppen- 
system ausgeführt. 


Von einem größeren Kuhbestand wurden sechs und sechs Tiere aus- 
gewählt und in zwei Gruppen derart eingeteilt, daß jeder Kuh der einen 
Gruppe hinsichtlich Alter, Lactationsperiode, Milchertrag, Anzahl der 
Kälber usw., eine der anderen Gruppe entsprach, so daß die zwei Gruppen 
gleichwertig waren. Die Fütterung beider Gruppen war vollkommen gleich 
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und war dem Milchertrag angepaßt, indem über das Erhaltungsfutter pro 
Kilogramm Milch 55g verdauliches Eiweiß und 0,25 kg Stärkewerte ver- 
füttert wurden. 


Die Versuchseinrichtung ist aus folgendem Schema ersichtlich: 


Periode | - Gruppe 1 | Gruppe II 
I Futter + 50 g gewöhnl. Futterkalk | Futter + 50 g gewöhnl. Futterkalk 
II | „ +5%g jodierter 5 | n +50g KR 3 
mMm , » +50g gewöhnl. A Ä „n +50g S > 


Der jodierte Futterkalk enthielt 0,25% Jodkali. Bei beiden Gruppen 
dauerte Periode I 36 Tage, Periode II 52 Tage und Periode III 15 Tage. 
Während dieser Zeit wurde der Milchertrag der sechs und sechs Versuchs- 
kühe zumeist an jedem zweiten Tage bestimmt. Die Ergebnisse dieser 
Bestimmungen waren die folgenden: 


Gruppe II ohne Jodkali 
Periode Il vom 


29. XII. 1926 bis 
18. II. 1927 


Gruppe I mit Jodkali 


Periode Ill vom 
19. II. bis 5. III. 
1927 


Periode I 
vom 23. XI. bis 
28. X11. 1926 


Periode 11 vom | Periode UI vom 
29. XII. 1926 bis 19. Il. or 5.11. 
18. 11. 1927 


Periode 1 vom 
3. XL bis 
28. XII. 1926 


Milchertrag in kg Milchertrag in kg 
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Pro Kuh und Tag ergibt sich aus obigen Daten der folgende durch- 
schnittliche Milchertrag: 


Gruppe I mit Jodkali | Gruppe Il ohne Jodkali 
Periode I Periode 1 | Erriode m Wee l Periode W éi Peripae mw 


-= T- Fe, , ee 


13,31 Liter 12,09 Liter 12,47 Liter | 13,41 Liter | 12,14 Liter | 11,65 Liter 
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Während der Milchertrag der zwei Gruppen in Periode I und II fast 
ganz gleich war, zeigte sich in Periode III bei Gruppe I (Jodgruppe) ein 
ziemlich großer Unterschied, der pro Tag und Kuh 0,82 Liter, d.h. rund 
7,10% des Milchertrags betrug. Da die zwei Gruppen in jeder Hinsicht 
vollkommen gleich gehalten waren, muß das Ansteigen des Milchertrags 
in Periode III einer Nachwirkung des Jodkalis (pro Tag und Kuh 125 mg 
Jodkali) zugeschrieben werden. 

Am Anfang und am Ende jeder Periode wurde das Körpergewicht 
der einzelnen Kühe bestimmt, um feststellen zu können, ob die Beigabe 
von Jod einen Einfluß auf das Körpergewicht hafte. Im Verlauf des 
103 Tage lang dauernden Versuchs war die durchschnittliche Gewichts- 
zunahme der mit und ohne Jod gehaltenen sechs und sechs Kühe fast ganz 
gleich, indem sie während der ganzen Versuchsdauer bei Gruppe I 18, beı 
Gruppe II 25 kg betrug. 


Kurze Mitteilung über die Beziehungen von Blutzucker, 
Cholesterin und Hypertonie. 


Von 
M. Dörle und W. Liehr. 


(Aus der medizinischen Universitäts-Poliklinik Freiburg 1. B.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


Die Untersuchungen einer Reihe von Autoren haben gezeigt, daß 
die Erhöhung des Cholesterinspiegels im Blute für das Zustandekommen 
hypertonischer Zustände von Bedeutung ist. 

Es sei nur kurz auf die größtenteils experimentellen Untersuchungen 
von Westphal 1925, Schmidtmann 1925, Heitz und Labe 1922, Joel 1925 und 
andere hingewiesen. Als Begleitsymptom sowohl von Arteriosklerose als 
auch von Hypertonie wurden ferner wiederholt erhöhte Blutzuckerwerte, 
häufig verbunden mit Glykosurie, beschrieben. (Neubauer 1910, Maranon 
1921, Hitzenberger und Quitiner 1921, Kahler 1921, O. Hare 1920, Schwab 
1923, Iwai und Löwy 1924.) Des weiteren wird bei Diabetes mellitus häufig 
ein Anstieg der Blutlipoide beobachtet. 

Diese Befunde scheinen darauf hinzuweisen, daß zwischen Blut- 
zucker und Blutcholesterin gewisse Beziehungen bestehen. 

Untersuchungen von Landau, Marjanko, M.Fejgin, J. Cygielstreich 
1925 scheinen diese Annahme zu bestätigen. Diese Autoren konnten fest- 
stellen, dal beim Menschen nach Verfütterung von Cholesterin der Blut- 
zucker ansteigt, und zwar in einem ganz bestimmten Verhältnis zu der 
verfütterten Cholesterinmenge. 

Um festzustellen, ob sich bei hypertonischen Zuständen aus dem 
Vergleich von Blutzucker, Cholesterin und Blutdruck bestimmte 
Gesetzmäßigkeiten ergeben, wurden anschließend an frühere Unter- 
suchungen bei einer Reihe von frischen und behandelten Fällen von 
Arteriosklerose und essentieller Hypertonie sowohl im kapillaren als 
auch im venösen Blute Cholesterin und Blutzuckerwerte bestimmt. 

Cholesterin wurde nach Autenrieth-Funk, für kleine Mengen ab- 
geändert von Dörle 1923, nachgewiesen. Blutzucker wurde nach Bang 
bestimmt. Diese Methode gestattet den Nachweis der gesamten 
reduzierenden Substanzen des Blutes. Die Untersuchungen wurden 
an nüchternen Patienten oder 4 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme ausgeführt. 
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Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daß kein Zusammenhang besteht 
zwischen der Höhe des Blutzucker- und des Cholesterinspiegels, daß 
ferner zwischen diesen und dem Blutdruck sich keine Gesetzmäßigkeiten 
erkennen lassen. 

Die folgenden Untersuchungen wurden an Patienten ausgeführt, 
die schon längere Zeit in Behandlung waren. Die Untersuchungen 
wurden am späten Nachmittag 5 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme ausgeführt. 

Auch hier läßt sich kein Zusammenhang zwischen Blutzucker, 
Cholesterin und Blutdruck erkennen. Aber auf etwas anderes ist hier 
hinzuweisen: Während bei den früheren und den vorliegenden Unter- 
suchungen an unbehandelten Fällen von Arteriosklerose und Hypertonie 
die Differenz zwischen dem Blutzucker der Kapillare und der Vene 
auch nach Nahrungsaufnahme immer kleiner war als beim Normalen 
unter denselben Verhältnissen, so ist hier in über der Hälfte der Fälle 
die Differenz zwischen dem Kapillarblutzucker und dem Blutzucker- 
wert der Vene zugunsten des ersteren verhältnismäßig groß; und das 
noch mehrere Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme. Bei 
Fall 2 und 3 ist noch besonders bemerkenswert, daß sich bei einer sehr 
großen Differenz zwischen kapillarem und venösem Blutzucker relativ 
niedrige Blutzuckerwerte finden. Vielleicht steht dies in Beziehung 
zu den Befunden von Quarelli und Ivaldi (1914), daß Jod einen fördernden 
Einfluß auf den gesamten Stoffwechsel ausübt. 

Bestimmte Gesetzmäßigkeiten zwischen Blutzucker, Blutcholesterin 
und Blutdruck bei Fällen von Arteriosklerose und Hypertonie scheinen 
danach nicht zu bestehen. 
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Die Photoaktivität des Cholesterins. 


Von 
Jan Stritesky. 
(Aus dem Institut für medizinische Chemie der Karls-Universität in Prag.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


In dieser Arbeit befaßten wir uns mit der Frage, was es für Be- 
ziehungen gäbe zwischen Licht und Photoaktivität und zwischen dieser 
und den Vitaminen, und versuchten, diese Beziehungen näher zu 
erklären!). 


Zu dieser Arbeit veranlaßten uns einerseits unrichtige Beobachtungen 
von Kugelmass, Mc Quarrie und Carrick über die Ausstrahlung von ultra- 
violetten Strahlen aus Lebertran, andererseits Beobachtungen von Takahashi 
und Hamano über die Wirkung von Biosterin und Lebertran auf die photo- 
graphische Platte und über Photoaktivierung des Cholesterins durch ultra- 
violette Strahlen. Weitere Veranlassung gab die Beobachtung von Huld- 
schinsky über den Einfluß der ultravioletten Strahlen auf Rachitis und 
außerdem die von Hess, Weinstock, Steenbock beschriebene Wirkung be- 
strahlter Nahrung auf die Heilung der Rachitis. 

Da fand sich ein einheitlicher Gedanke über das Prinzip all dieser 
Erscheinungen. Wir hatten die Vorstellung, daß der lebende Organismus, 
und zwar mit Hilfe einiger chemisch charakterisierten Stoffe, das Vermögen 
besitzt, Lichtstrahlen zu absorbieren und dieselben wieder auszustrahlen, ent- 
weder in derselben Form oder verändert als Strahlen von anderer, aber 
bestimmter Wellenlänge. Einen ähnlichen Gedanken über Photoaktivierung 
des Blutes und ihre Beziehung zu den Lipoiden erwähnte Schlapfer schon 
im Jahre 1905. 


Wir versuchten, die Vorstellung durch Anwendung der Atom- 
theorie zu stützen, was auch möglich zu sein schien. Danach ist der 
sogenannte Bohrsche Reizzustand des Atoms, bei genügender primärer 
Bestrahlung, bei Rückkehr der Elektronen in ihr früheres energetisches 
Niveau von Ausstrahlung begleitet; das läßt sich beweisen. Wenn es 
sich in oben angeführten Beobachtungen wirklich um eine Ausstrahlung 
handelt, so wäre es möglich, ihre Eigenschaften näher zu bestimmen. 
Am ehesten schien dies möglich durch Beobachtung der Photoaktivität. 

I. Erstens handelte es sich darum, zu bestimmen, welche Licht- 
strahlen (d. h. welcher Wellenlänge) photochemischen Effekt bewirken 


1) Das Prinzip der Photoaktivität war uns schon im Juni 1926 bekannt, 
da wir unsere Versuche diesbezüglich schon damals beendet hatten. 
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und bei welcher Wellenlänge das Maximum entsteht, zweitens ob die 
sekundären Strahlen elektromagnetischer oder korpuskulärer Natur 
sind. Als Material nahmen wir Cholesterin (bereitet aus Gallensteinen 
durch Extraktion und wiederholte Kristallisation aus Alkohol; Schmelz- 
punkt 147,2 bis 147,5°C ohne Korrektur). Wir wählten Cholesterin 
einesteils deshalb, weil wir an ihm als photochemisch-inaktivem Stoffe 
am ehesten die Wirkung des Lichtes beobachten können, anderenteils 
deshalb, weil uns das Vorkommen von Cholesterin in der Mehrzahl 
von photoaktiven Stoffen auffällig erschien. 

Was die Technik der Arbeit anbetrifft, so behielten wir die schon 
benutzte Bestrahlungsmethode in runden Kristallisationsschalen bei, 
welche wir mit photographischen Platten bedeckten (die Emulsions- 
schicht der Platte dem Cholesterin zugekehrt). Die Entfernung von 
der Lichtquelle betrug 20cm, die Bestrahlungszeit 3 Stunden, die 
Entfernung der Platte 1 cm, die Expositionszeit 24 Stunden, die Chol- 
esterinmenge 0,5 g. In einigen dieser Punkte!) trafen wir Veränderungen 
und beobachteten so die Wirkung bei veränderten Bedingungen. Photo- 
graphische Platten (Iso Record Marion) wurden unter gleichen Be- 
dingungen entwickelt. 


Die photoaktive Wirkung des Sonnenlichtes. 


Da die Intensität der Sonnenstrahlen und ihre Zusammensetzung 
sehr beeinflußt wird durch Jahres- und Tageszeit (Hoelper, Busse), 
unternahmen wir unsere Versuche im März und August. Bestrahlt 
wurde stets von 12 bis 15 Uhr an sonnigen, wolkenlosen Tagen, wobei 
wir darauf Rücksicht nahmen, daß die Strahlen senkrecht auf das 
Cholesterin fielen. Wir bestrahlten entweder direkt oder mit Benutzung 
eines Glasfilters von 3 mm Dicke. Um die Wirkung des Sonnenlichtes 
möglichst zu steigern, benutzten wir ein Spiegelfernrohr (ein Spiegel 
aus Silber von 12cm Durchmesser), wodurch die Intensität ungefähr 


Tabelle I. 
| , 
Monat Bene Bestrahlung | ars | P Apto Me Seber 
März 3h direkt 12—13 | e 
e 3 mit Glastilter 12—13 y 
E 6 direkt 13— 9 0 
August 3 z 26 + 
A 3 Spiegelfernrohr 
direkt 50 + 
= 3 Glastilter 24 U 
= 3 Spiegelfernrohr 
mit Glastilter 50 sehr schwach 


1) Entfernung der Lichtquelle, Bestrahlungszeit usw. 
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zehnmal erhóht wurde. Das Okular wurde herausgenommen und an 
seine Stelle eine runde Kristallisationsschale mit Cholesterin gestellt. 
Näheres über die Versuche siehe Tabelle 1. 

Das Sonnenlicht hat also das Vermögen, Cholesterin zu photoaktivieren. 
Die Wirkung ist aber sehr schwach. Was die Frage anbetrifft, welcher 
Teil des Sonnenspektrums sich am meisten an dieser Wirkung beteiligt, 
erwies die Benutzung eines Glasfilters (welches Strahlen bis zu 
einer Wellenlänge von 3400 A.-E. durchläßt), daß es hauptsächlich 
ultraviolette Strahlen sind. Diese unsere Meinung bestätigt der negative 
Effekt im März und der positive Effekt im August. Nach Busse haben 
nämlich ultraviolette Strahlen des Sonnenspektrums ihr Maximum 
im Sommer, ihr Minimum im Winter. Höhere Temperatur verstärkt 
anscheinend die Photoaktivität. Wir mußten es unterlassen, die Eigen- 
schaften der photochemischen Wirkung näher zu erforschen, da diese 
zu schwach war. 


Die photoaktive Wirkung der ultravioletten Strahlen. 


Als Lichtquelle verwendeten wir die Quarzlampe System Hanau. 
Wir suchten 1. die Beziehung des photochemischen Effekts a) zur 
Entfernung der Lichtquelle, b) zur Bestrahlungszeit; 2. seine Beziehung 
a) zur Expositionszeit der Platte (wie lange die Ausstrahlung“ dauert 
und wann sie ihr Maximum erreicht ?), b) zum Abstand zwischen Platte 
und bestrahltem Cholesterin (nimmt die Intensität der Wirkung mit 
dem Quadrat der Entfernung ab" 3. Wenn es sich bei der Photo- 
aktivität um eine wirkliche Strahlung handelt, so müßten es Strahlen 
von größerer Wellenlänge sein als jene, welche die primäre Quelle 
aussendet. Durch Gebrauch von verschiedenen Lichtfiltern wäre es 
möglich, die Strahlen annähernd zu identifizieren. Als Filter ver- 
wendeten wir: schwarzes Papier, 0,2 mm dick, Glas 0,2 mm und 2 mm, 
Steinsalz 4 mm, Gelatine 0,2 mm, Quarzglas 4mm. So stellten wir 
uns eine Skala der Durchlässigkeit zusammen, bis für Strahlen ungefähr 
von 2300 A.-E. Um Strahlen von kürzerer Wellenlänge kann es sich 
überhaupt nicht handeln, da solche schon die Luft allein absorbiert. 
Übersicht über die einzelnen Versuche siehe Tabelle II. 

Aus diesen Versuchen ersieht man, daß der durch ultraviolette 
Strahlen hervorgerufene photochemische Effekt viel stärker ist als jener, 
welchen das Sonnenlicht bewirkt. Zu 1. Der photochemische Effekt ist 
abhängig von der Entfernung der Lampe. Mit der Bestrahlungszett 
wächst die Intensität. Nach einstündiger Bestrahlung entsteht ein 
ganz sichtbarer Effekt, nach zwei- bis dreistündiger Bestrahlung wächst 
die Intensität ungefähr proportional. Bei weiterer Bestrahlung wird 
der Effekt zwar erhöht, aber nach und nach immer weniger, so daß 
die Dichte des Negativs nach 9 Uhr fast der nach 6 Uhr gleichkommt 
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Tabelle II. 


Entfernung | 
der Platte ' Expositionszeit 
cm 


Temperatur 
°C 


é Photochemischer 
lungszeit Effekt 


Std. 


3 1 
50 3 1 24 CR 
1b 20 1 1 24 + 
20 2 1 24 ++ 
20 3 1 24 +++ 
20 6 1 24 +++++ 
| 20 9 1 24 ete se sa pia T 
2a 20 3 1 o — .60' + 
| 20 3 1 60 —120 + schwach 
20 3 1 120 — 24h +++ 
20 3 1 24h— 48 + 
20 3 1 48 — 72 + 
20 3 1 72 — 9% 0 
In Glas In Papier 
2b 20 | 3 0,5 24h +++ ++ 
| $ 1 24 +++ ++ 
20 | 3 2 24 ++ F 
i 20 3 3 24 ++ O 
20 | 3 4 24 ++ O 
| Lichtfilter 
3 20 3 50—55 1 24 Papier . . . 0 
20 3 50—55 1 24 Glas . . .. 0 
| 20 3 50—55 1 24 Gelatine . . 0 
20 y 3 50—55 1 24 Steinsalz . . O 
20... 3 50—55 1 24 Quarzglas. . 0 


Dieses Resultat ist nicht ganz ausschlaggebend deshalb, weil der Effekt 
bei unseren Versuchen so stark war, daB man mit der Schwárzungs- 
kurve der Platte rechnen muß. Zu 2. Die Expositionszeit spielt eine 
wichtige Rolle. In der ersten Stunde ist die Wirkung am stärksten. 
In jeder folgenden Zeiteinheit nach der Bestrahlung verliert das Cholesterin 
an Photoaktivität, so daß diese nach 3 Tagen (bei unseren Bedingungen) 
ganz verschwindet. Die gewöhnliche Expositionszeit von 24 Stunden 
gilt als Optimum. Die Beziehung des photochemischen Effekts zur 
Entfernung der Platte von dem bestrahlten Cholesterin zeigte sehr 
interessante Ergebnisse. Wenn wir, wie gewöhnlich, Glasschalen mit 
geschliffenem Rande verwendeten, auf die wir die Platten legten, so 
nahm die Intensität des Effekts mit der Entfernung nur ganz gering ab. 
Falls wir aber die Platten über Cholesterin in Gefäßen aus steifem, 
porösem Papier exponierten, so blieb der Effekt schon in einer Ent- 
fernung von 3cm aus. Dieses Ergebnis war schwer in Einklang zu 
bringen mit der Annahme, daß es sich um elektromagnetische Strahlen 
handle. Zu 3. Der Effekt stellte sich überhaupt nicht ein, falls wir esn 
Lichtfilter auf die Emulsion der Platte legten. 
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Die photoaktive Wirkung der Röntgenstrahlen. 


Die Versuche waren ähnlich angestellt wie die mit ultra- 
violetten Strahlen. Als Lichtquelle verwendeten wir die Coolidgelampe. 
Die Bestrahlungsbedingungen sind in den einzelnen Versuchsreihen 
angeführt. Wir beobachteten 1. die Wirkung von harten und weichen 
Strahlen, 2. die Beziehung des photochemischen Effekts zur Be- 
strahlungszeit, 3. a) zur Expositionszeit der Platte, b) zum Abstand 
zwischen Platte und bestrahltem Cholesterin, 4. den Einfluß von ver- 


schiedenen Lichtfiltern auf den photochemischen Effekt. Übersicht 
über die einzelnen Versuche siehe Tabelle III. 
Tabelle III. 
Entfer; | Entfer: ug 
Bestrahlungs» nung d. net oops nung d. E iti it | Photochemischer 
bedingungen Lampe FRY Platte EES) ‚fekt 
cm | DC cm 
1 (200kW, 4mA 
ohne Filter 20 90’ 60—65 1 24h + 
200kW, 4mA 
0.7 Cu, 1,0 Al 20 90 60—65 1 24 + 
| 100kW,4mA 
| ohne Filter 20 90 60—65 1 24 + 
2 200kW, 4mA 
ohne Filter 20 1h 60—65 1 24 + 
Ebenso 20 2 60—65 1 24 ++ 
> 20 3 60—65 1 24 ++ 
3a /|200kW, 2mA J 
ohne Filter 20 3 60—65 1 0 — DU + schwach 
Ebenso 20 3 60—65 1 60 —120 + schwach 
20 3 60—65 1 120 — 24b +I 
20 3 60—65 1 24h— 48 + schwach 
20 3 60—65 1 48 — 72 o 
3b 200kW. 2mA In Glas In Papier 
ohne Filter 20 3 60—65 1 24h -— — ++ 
Ebenso 20 3 60—65 2 24 —- —- + 
20 3 60—65 3 24 ++ H 
200 | |60-65| 4 24 ++ 9 
4 200kW, 2mA Lichtfilter 
ohne Filter 20) 3 60—05 1 24 Papier RE 
Ebenso 20 3 60—65 Í 24 Giara? A 
20 3 60—65 1 24 Gelatine . . 6 
20 3 60—65 | 1 24 Steinsalz . . 6 
20 3 60—65 1 24 Quarzglas. . 0 


als nach Sonnenbestrahlung. Zu l. 


Die photoaktive Wirkung der Röntgenstrahlen ist viel schwächer als 
jene durch die ultravioletten Strahlen hervorgerufene, doch aber sichtbarer 


Weiche Strahlen rufen stärkere 


Wirkung hervor als harte, aber der Unterschied ist nicht sehr groß. 
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Zu 2. Mit der Bestrahlungszeit wächst die Intensität des Effekts. Zu 3. 
Die Expositionszeit hat dieselbe Bedeutung wie bei den ultravioletten 
Strahlen. Binnen 48 Stunden aber verschwindet die Photoaktivität 
überhaupt. Die Entfernung der Platte von dem bestrahlten Cholesterin 
ändert die Intensität nicht. Bei Benutzung von Papiergefäßen ver- 
schwindet der photochemische Effekt in einer Entfernung von 3 cm. 
Zu4. Lichtfilter verhindern jede Wirkung. 

Außer oben angeführten Versuchen beobachteten wir das Ver- 
hältnis von Photoaktivität zur Menge des Cholesterins und zur be- 
strahlten Fläche. Es zeigte sich, daß ber ultravioletter Bestrahlung die 
Menge des Cholesterins nicht die Intensität des Effekts ändert, bei Ver- 
größerung der Fläche wächst der Effekt nur ganz gering. Bei Rönigen- 
bestrahlung ist der Effekt direkt proportional der Menge verwendeten 
Cholesterins. Die Fläche spielt keine Rolle. Diese Ergebnisse lassen 
sich leicht erklären durch das Penetrationsvermögen beider Arten von 
Strahlen. All diese Erfahrungen gelten nicht nur für kristallisiertes 
Cholesterin, sondern auch für alle seine Lösungen (Äther, Chloroform, 
Aceton, Benzol). 


II. Unsere bisherigen Versuche zeigen einheitlichen Charakter der 
Photoaktivität bei verschiedenen Strahlenquellen. Gleichzeitig aber 
sprechen sie gegen unsere frühere Annahme, daß es sich um wirkliche 
Strahlen handle. Das schnelle Verschwinden des photochemischen 
Effekts bei Benutzung von porösen Papiergefäßen und das Ausbleiben 
der Wirkung bei Deckung der Emulsionsschicht mit Lichtfiltern läßt 
sich mit den Eigenschaften elektromagnetischer Strahlung nicht in 
Einklang bringen. Diese Erscheinungen ließen sich leicht erklären 
durch die Annahme, daß ein flüchtiger Stoff anwesend ist, der auf die 
Emulsion seine Wirkung ausübt. Diesen Gedanken deutete schon 
Takahashi und mit ihm Hamano an. Haxthausen wies nach seinen Er- 
fahrungen mit Quarzglasfiltern auf die Ähnlichkeit mit dem sogenannten 
Russelschen Effekt hin. Von dem Gedanken, daß es sich um ein Gas 
handle, ging auch Vollmer in einer Reihe von Arbeiten aus, die er un- 
gefähr zu gleicher Zeit unternahm wie wir. 

l. Um diese Frage näher zu erklären, nahmen wir mehrere Versuche 
vor. a) Das bestrahlte Cholesterin wurde hermetisch eingeschlossen 
in ein Gefäß von 250 ccm, in welches photographische Platten in ver- 
schiedener Weise hineingelegt wurden (in verschiedener Entfernung 
vom Cholesterin, diesem mit Glas oder Emulsion zugekehrt, senkrecht 
gestellt, die Emulsion mit Cholesterin überschüttet). Die Exposition 
betrug 24 Stunden, der Effekt ++ war diffus, gleichmäßig, etwas 
schwächer bei Platten, die mit dem Glase dem Cholesterin zugekehrt 
waren, etwas stärker bei Platten, deren Emulsionsschicht mit Chol- 
esterin bedeckt war. b) Durch das Gefäß mit bestrahltem Cholesterin 
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leiteten wir Luft hindurch, welche dann in eine speziell konstruierte 
Kassette mit einer photographischen Platte geführt wurde. Der Effekt 
nach 8 Stunden +. Der schwache Effekt ist in diesem Falle bedingt 
durch allzu große Verdünnung durch die Luft. c) Nach unter I. an- 
geführten und nach diesen letzten Erfahrungen könnte man erwarten, 
daß sich am meisten schon bei der Bestrahlung Gas bilde, und so sollte 
auch der photochemische Effekt während der Bestrahlung am stärksten 
sein. Diese Erwartung hat sich bestätigt. Den Versuch stellten wir so 
zusammen: Das Cholesterin wurde in einer Glasschale (Fläche 26 qcm, 
Inhalt 100 ccm), die luftdicht mit einem Deckel aus Quarzglas ver- 
schlossen war, bestrahlt. Cholesterin in einer Menge von 4 bis 6 g war 
gleichmäßig über die ganze Fläche zerstreut. Durch zwei gleich über 
dem Cholesterin eingeschmolzene Röhrchen wurde Luft durchgeleitet 
und in die oben erwähnte Kassette geführt. Es wurde bestrahlt mit 
den ultravioletten Strahlen. (Entfernung der Lampe 15cm, Tem- 
peratur 90 bis 105° C; diese Anordnung wurde auch bei weiteren Ver- 
suchen beibehalten.) Der Effekt nach 1 Stunde LL (in späteren 
Bestrahlungsstunden). Der Effekt war gleich dem nach dreistündiger 
Bestrahlung in der Versuchsreihe I (ultraviolette Strahlen). Aus unseren 
Beobachtungen ist ersichtlich, daß die Photoaktivität durch einen 
flüchtigen Stoff, den man mit einem Luftstrom absaugen kann, bewirkt ist. 

Was die Erklärung anbetrifft, stellten wir uns vor, daß die Strahlen 
eine Veränderung des Cholesterins unter Bildung einer labilen Gruppe 
bewirken, bei dessen Zerfall ein Gas entsteht, das auf die photographische 
Platte seine Wirkung ausübt. Da diese Experimente bei Sauerstoff- 
zutritt vor sich gingen, schien es uns am ehesten möglich, daß es sich 
bei der Photoaktivierung des Cholesterins um eine Oxydation handelt. 
Was die Zusammensetzung des Gases anbetrifft, so kommt am ehesten 
Ozon oder Hydrogeniumperoxyd in Frage. 

2. Durch den oben beschriebenen Apparat führten wir Sauerstoff 
hindurch. Photochemischer Effekt nach 1 Stunde +++. War das 
Gefäß vor dem Versuch mit CO, gefüllt und führten wir über dem 
Cholesterin während dreistündiger Bestrahlung CO, hindurch, blieb 
der photochemische Effekt aus. Die Gegenwart des Sauerstoffs ist bei 
der Photoaktiwvität notwendig. 

3. Sauerstoff an und für sich ist photoinaktiv. Es könnte sich 
also um O, oder H,O, handeln. Vorher aber muß man die Möglichkeit. 
ausschließen, daß die Veränderungen auf der Platte das Ozon bewirkt, 
welches sich bei der Bestrahlung durch die Lampe in der Luft bildet. 
Vor das leere Gefäß mit dem Deckel aus Quarzglas reihten wir eine 
Waschflasche an, die mit Jodstärke gefüllt war, und bei der Bestrahlung 
führten wir Luft von der Lampe hindurch. Die Stärke färbte sich nicht 
blau, auf der Platte blieb der Photoeffekt aus. a) Bei den eigentlichen 
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Versuchen führten wir das über dem Cholesterin entstandene Gas in 
eine Waschflasche mit Jodstárke. Ungefähr nach % Minuten fing 
die Stärke an, sich zu trüben, dann färbte sie sıch rosa, binnen weiterer 
10 Minuten änderte sich die Farbe in dunkelblau. Die Reaktion ist 
zwar nicht spezifisch, aber das Ergebnis dieses Versuchs weist fast mit 
Sicherheit darauf hin, daß es sich um eine Oxydation handelt. b) Das 
Gas führten wir in eine Waschflasche mit Chromsäure mit Äther über- 
schichtet (Reaktion auf H,O,). Nicht einmal nach 3 Stunden war die 
Reaktion positiv. Es zeigte sich nur eine durch die durchgeführte 
Luft bewirkte Reduktion. Das Gas führten wir in ein System von 
Waschflaschen mit destilliertem Wasser. Nicht einmal nach mehr- 
stündiger Bestrahlung konnten wir H,O, nachweisen. Es ist natürlich 
möglich, wie die Verlängerung der Reaktion auf Jodstärke zeigt, daß 
die Reaktion mit Chromsäure viel weniger empfindlich ist im Ver- 
hältnis zu der bei der Bestrahlung gebildeten Menge HO. c) Das 
Gas führten wir in ein System von Waschflaschen mit destilliertem 
Wasser. Nach mehrstündiger Bestrahlung wurde im Wasser die Arnold- 
sche Reaktion auf Ozon ausgeführt. Es zeigte sich eine bläulichviolette 
Färbung, die nach einigen Minuten verschwand. Im Kontrollversuch 
war die Reaktion vollkommen negativ. Nachdem außer Ozon höchstens 
noch das Wasserstoffsuperoxyd in Frage kommen kann und dasselbe 
mit dem Arnoldschen Reagens überhaupt nicht reagiert, betrachten 
wir durch die erwähnte Reaktion das Ozon als bewiesen. Die Bildung 
des Ozons aus dem Sauerstoff der Luft durch die Wirkung der ultra- 
violetten Strahlen ist, wie aus früher beschriebenen Versuchen ersicht- 
lich, ausgeschlossen. Es handelt sich um einen direkten Einfluß der 
Strahlen auf Cholesterin bei Anwesenheit von Sauerstoff. 


4. Wo geht die Oxydation des Cholesterins vor sich? Die erste 
Möglichkeit ist natürlich die doppelte Bindung. Man könnte annehmen, 
daß das Ozon, welches bei der ultravioletten Strahlung entsteht, ein 
Ozonid bildet, welches dann weiterem Zerfall unterliegt. Der Annahme, 
daß es sich um eine Sättigung der Doppelbindung durch Ozon, in der 
Art eines Ozonids, handelt, stellt sich die Tatsache entgegen, daß die 
Ozonide nicht unter Bildung von Ozon, sondern unter Bildung von 
Aldehyden und Superoxyden zerfallen. Wenn wir nun annehmen, daß 
die Photoaktivität des Cholesterins von der Doppelbindung abhängig 
ist, so könnte man erwarten, daß nicht nur Cholesterin allein, sondern 
auch seine Derivate, in welchen die Doppelbindung noch erhalten ist, 
photoaktiv sind. Dagegen sollten die Derivate des Cholesterins, in welchen 
die Doppelbindung nicht mehr vorhanden ist, keinen Effekt hervor- 
rufen. So bereiteten wir uns Cholesterinstearat, Cholesterinbenzoat, 
Dibromcholesterin. Nach Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen 
kamen wir zu folgenden Ergebnissen: Cholesterinstearat ++, Chol- 
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esterinbenzoat ++, Dibromcholesterin 0. Die Photoaktivität des 
Cholesterins ist also wahrscheinlich abhängig von seiner Doppelbindung. 

5. Was die Photoaktivität des Cholesterins anbetrifft, so könnten 
wir die oben angeführte Erklärung der Bildung eines Ozonids mit dem 
Freiwerden von Ozon annehmen. Falls wir uns aber mit den Ver- 
änderungen, welchen dabei das Cholesterin ausgesetzt ist, näher be- 
fassen, sehen wir, daß diese Annahme unzulänglich ist. Wir beob- 
achteten einige physikalische und chemische Veränderungen unter 
Wirkung der ultravioletten Strahlen während einiger Stunden. Das 
kristallisierte Cholesterin geht in einen amorphen, glasigen Stoff 
über, nimmt an Gewicht zu, hat einen niederen Schmelzpunkt, kleinere 
Jodzahl und eine andere Acetylzahl. Es handelt sich also höchstwahr- 
scheinlich um tiefer greifende Veränderungen in der Struktur des Chol- 
esterins als die einfache Sättigung der Doppelbindung. Diese bedeutet 
wahrscheinlich nur eine Phase in der Veränderung des Cholesterins. 
Unsere Beobachtungen darüber werden wir in einer weiteren Arbeit 
mitteilen. 


III. In Sınseren bisherigen Versuchen befaßten wir uns mit der 
Photoaktivität als einer Erscheinung, die das Licht im weitesten Sinne 
des Wortes hervorruft. Einige Beobachtungen (Einfluß des Sonnen- 
lichts und hauptsächlich die letzten Versuche mit ultravioletten Strahlen, 
wobei die Quarzlampe bis auf 15cm entfernt war) warfen die Frage 
auf, ob sich nicht an der Verstärkung des Effekts auch die sehr 
erhöhte Temperatur (bis 105% C) beteiligt. Diesbezüglich nahmen wir 
mehrere Versuche vor, bei welchen die Kristallisationsschalen mit 
Cholesterin bei konstanter Temperatur von 100, 75, 50, 25, 0°C 
bestrahlt wurden. Bei Vergleich der erhaltenen Resultate sahen 
wir, daß wohl eine Abstufung der Intensität des photochemischen 
Effekts zugunsten der höheren Temperatur vorhanden war, aber der 
Unterschied erst überzeugend war, wenn wir den Effekt bei 0 und 
100% C nebeneinander stellten. Dieses Ergebnis zwang uns dazu, weitere 
Versuche anzustellen, um den Einfluß der Temperatur auf die Photo- 
aktivität des Cholesterins zu erforschen. Kristallisiertes Cholesterin 
wurde im Dunkeln bei Luftzutritt durch 3 Stunden auf die Temperatur 
von 50, 100, 147, 150°C erwärmt. Hernach beobachteten wir wie 
früher die Wirkung auf die photographische Platte. Bei den ersten 
Versuchen (bis zur Temperatur 147° C) erhielten wir kein positives 
Resultat. Geschmolzenes Cholesterin, das wir auf der Temperatur 
von 150°C erhielten, ergab einen Effekt, den wir mit + bezeichnen 
können. Bei niedrigeren Temperaturen erhielten wir nicht einmal 
dann einen Effekt, wenn wir über erwärmtes Cholesterin Luft hindurch- 
leiteten, die wir hernach in die oben angeführte Kassette mit photo- 
graphischer Platte führten, sondern erst nachdem wir den Schmelzpunkt 
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des Cholesterins überschritten. Falls wir nun weiter erwármten und 
durch das geschmolzene Cholesterin Luft hindurchleiteten, erzielten 
wir einen sichtbaren, aber doch schwachen photochemischen Effekt. 
Das Maximum lag zwischen 180 bis 220°C. Wenn wir an Stelle der 
Kassette eine Waschflasche mit Jodstärke einreihten, beobachteten 
wir erst nach 4 Stunden ein Blauwerden derselben. Aus diesen Ver- 
suchen geht hervor, daß die Temperaturen, mit welchen wir bei üblicher 
Bestrahlung des Cholesterins rechnen müssen, an und für sich keinen 
positiven Effekt hervorrufen können. Wohl aber haben höhere Tem- 
peraturen einen verstärkenden Einfluß auf die Wirkung des bestrahlten 
Cholesterins. Höhere Temperaturen, als der Schmelzpunkt des Chol- 
esterins ist, üben allein Photoaktivität aus. Daraus erfolgt, daß die 
Photoaktivität des Cholestering nicht nur durch Licht allein entsteht, 
sondern daß es sich um eine Erscheinung handelt, die verschiedene 
Oxydationsprozesse des Cholesterins begleitet. 


Die Ergebnisse unserer Versuche zeigten in genügender Weise, daß 
die Annahmen, die wir bei Beginn unserer Arbeit anführten, irrtümlich 
sind und die Frage der Photoaktivität getrennt von dem Problem der 
antirachitischen Aktivierung behandelt werden muß. Übrigens brachten 
die letzten Arbeiten von Hess, Rosenheim, Windaus definitiv Licht in diese 
Frage. 

Mit der Photoaktivität befaßten sich folgende Autoren: Ausführlich 
behandelte diese Frage Vollmer, bestätigende Beobachtungen brachten: 
Beck, Haffner und Pulewka, Hennig und Schaefer, Lukas. Zu abweichenden, 
aber nicht überzeugenden Schlüssen kamen: Kohl, Geffcken, Richter und 
Spinka. Unsere Arbeit entstand gleichzeitig und völlig unabhängig von 
oben zitierten Arbeiten, zu definitiven Schlüssen kamen wir noch früher, 
bevor genannte Arbeiten veröffentlicht wurden. 
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Methodische Mitteilungen. VIII. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Über die Bestimmung des Gesamtschwefels 
im Harn und Organen. 


Von 
Arthur Konarsky. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des städtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Bestimmung des Gesamtschwefels gehört noch heute zu den 
schwierigeren analytischen Methoden der physiologischen Chemie. 
Alle angegebenen Verfahren sind verhältnismäßig umständlich und 
zeitraubend, so daß die Ausarbeitung einer neuen Methode außer- 
ordentlich erwünscht erschien. Die Grundlage einer solchen Bestimmung 
kann natürlich nur die stets befolgte sein, den Neutralschwefel ebenfalls 
in Schwefelsäure überzuführen, so daß nunmehr sämtlicher vorhandener 
Schwefel in bekannter Weise als Bariumsulfat bestimmt werden kann. 
Die Menge des Eiweißschwefels ergibt sich dann aus dem mit diesem 
Verfahren gewonnenen Werte, vermindert um die Menge, welche als 
freie und Ätherschwefelsäure vorhanden und als solche bestimmt wurde. 


Alle Methoden, welche den Gesamtschwefel bestimmen, brauchen 
ein Oxydationsmittel, das von den verschiedenen Autoren verschieden 
gewählt wurde. Uns erschien für den genannten Zweck das von Benedict 
angegebene Reagens am zweckmäßigsten. Dieses besteht aus einer 
Lösung von 200 g Kupfernitrat und 50 g Kaliumchlorat auf 1000 ccm 
Wasser. Mit Hilfe dieses Reagens ist es möglich, die Veraschung kleiner 
Mengen Harn, die aber für eine genaue Bestimmung durchaus genügen, 
in dem früher von Pincussen und Arinstein!) beschriebenen Zentrifugen- 


1) L. Pincussen und B. Arinstein, Chem.-Zeit. 49, 980, 1925. 
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röhrchen aus glühfester Porzellanmasse!) vorzunehmen. Man kann auf 
diese Weise die Bestimmung des Gesamtschwefels in derselben Weise 
vornehmen, wie es bei Beschreibung dieser neuartigen Zentrifugen- 
gefáBe für die Bestimmung der Schwefelsäure geschildert worden ist. 
Man kann also die gesamte Operation von der Veraschung bis zum 
Wiegen des ausgefällten und geglühten Bariumsulfats in 
demselben Gefäße vornehmen. Das Verfahren für Harn 
gestaltet sich auf diese Weise folgendermaßen. 

5 bis 10 ccm Harn (bei Cystinurieharn natürlich erheb- 
lich weniger) werden mit 1 g Natriumnitrat und 5 ccm 
Benedictscher Lösung in dem vorher gewogenen Zentri- 
fugenröhrchen bei kleiner Flamme ohne Schäumen ab- 
gedampft. Zusatz von l ccm konzentrierter Salpetersäure 
beschleunigt die Reaktion etwas, ist aber nicht erforder- 
lich. Nach dem Abdampfen wird die Temperatur langsam 
gesteigert, so daß am Schluß der Prozedur das Gefäß rot- 
glühend wird. Die Veraschung ist hiermit beendet, sonst 
wird das Erhitzen noch etwas fortgesetzt. Man läßt. dann 
erkalten, fügt 10 ccm einer 1: 4 verdünnten Salzsäure (1,19) 
zu und erwärmt beinahe zum Sieden. Der Rückstand löst sich 
vollständig, unter Umständen gehen noch etwas nitrose Dämpfe fort. 
Man gibt nun 5 ccm einer 10 %igen, vorher ebenfalls erwärmten Barium- 
chloridlösung langsam zu und läßt das Röhrchen ungefähr 2 Stunden 
stehen. Nach dieser Zeit wird scharf zentrifugiert, danach die über- 
stehende Lösung abgegossen, destilliertes Wasser in gleicher Menge 
zugegeben, der Niederschlag aufgerührt, nochmals zentrifugiert und 
diese Prozedur so lange — in der Regel zweimal — wiederholt, bis die 
Flüssigkeit keine Reaktion auf Chlor mehr gibt. Das Wasser wird 
dann abgegossen bzw. abgehebert, auf kleiner Flamme der Rest fort- ` 
gedampft und schließlich geglüht. Das Zentrifugenröhrchen wird 
dann wieder gewogen und der Schwefelgehalt aus der Bariumsulfat- 
menge in üblicher Weise durch Multiplikation mit 0,1373 errechnet. 


Was die Technik der Methode betrifft, so erfolgt das Wägen zweck- 
mäßig mit Hilfe einer Drahtschlinge, welche um den Wulst des Röhrchens 
herumgelegt wird und in eine Schlinge ausläuft, mit der es an dem 
Haken der Wage befestigt wird. Man kann dieselbe Vorrichtung auch 
benutzen, um die Röhrchen zum Abdampfen, Glühen usw. aufzuhängen; 
zweckmäßiger erfolgen diese Manipulationen in kleinen Gestellen 
ähnlich denen, welche für die Veraschung bei Anwendung von Mikro- 
kjeldahlkölbehen gebraucht werden. Im übrigen ist die Arbeit mit den 
neuen Zentrifugenröhren durchaus entsprechend der mit Porzellantiegeln. 


1) Bezugsquelle: M. J. Goldberg u. Söhne, Berlin W. 9. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 26 
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Die Bestimmung des Schwefels in einfachen schwefelhaltigen 
organischen Körpern läßt sich auf die gleiche Weise durchführen, 
wobei man mit sehr geringen Mengen Substanz auskommt. So wurde 
z.B. eine Bestimmung des Schwefels im Cystin ausgeführt, indem 
ungefähr 0,05g Substanz angewendet wurden. Diese wurden mit 
Benedictscher Lösung im Zentrifugenrohr übergossen und leicht gemischt, 
worauf die Analyse in der eben beschriebenen Weise vorgenommen wurde. 


l. Angewandt . . . . . 2.2... 0,0485 g Cystin 
Gefunden. ......... 0,0948 g BaSO, 
S-Gehalt . . ........ 26,8 % 

2. Angewandt `, . ....... 0,0509 g Cystin 
Gefunden. ......... 0,988 g BaSO, 
S-Gehalt .......... 26,6% 
Theoretischer Wert . . ... 26,7%, 


Das Resultat ist also außerordentlich befriedigend. 


Die Bestimmung in Organen und ähnlich kompliziertem Material 
gelingt ebenfalls mit voller Sicherheit, doch ist das Verfahren ein etwas 
anderes. Ohne auf die Schwierigkeiten einzugehen, welche sich der 
Bearbeitung solchen Materials zunächst in den Weg stellten, und die 
vor allen Dingen in einer Verkohlung. der nicht angegriffenen Massen 
bestand, durch die das Kupfer der Benedictschen Lösung teilweise 
zu metallischem Kupfer reduziert wurde, sei nur das Verfahren be- 
schrieben, wie wir es jetzt anwenden. 


Organe werden zweckmäßig zunächst aufdem Wasserbad getrocknet, 
gut zerkleinert und ein aliquoter Teil, ungefähr 0,5 bis 0,8 g, zur Analvse 
verwendet. Die Menge wird am besten direkt in das Zentrifugenrohr 
eingewogen, dort mit 1 bis 2g pulverisiertem Salpeter gemischt und 
. 1 bis 2 ccm konzentrierter Salpetersäure zugefügt. Nachdem die erste 
Reaktion abgeklungen ist, dampft man die Salpetersäure zum größten 
Teile ab, gibt dann zu der nicht ganz trockenen, erkalteten Masse 
10 ccm Benedictsche Lösung hinzu und dampft bei kleiner Flamme 
ab. Man erhitzt dann langsam stärker bis zur Rotglut. Infolge des 
Salpeterzusatzes verläuft die Reaktion ruhig, ein Herausschäumen der 
Substanz aus dem Rohre findet nicht statt, und es erfolgt eine restlose 
Verbrennung ohne Kohlerückstand oder Reduktion des Kupfers. Man 
erhält auf diese Weise eine in der Hitze flüssige Schmelze, die man nun 
erkalten läßt. Hiernach verfährt man in gleicher Weise wie für die 
Bestimmung des Schwefels im Harn: Man löst, wenn nötig unter 
leichtem Erwármen, den Rückstand in 10ccm der oben genannten 
Salzsäure (1:4) auf und nimmt die Fällung mit 10%iger Barium- 
chloridlósung ebenfalls in der Wärme vor. Es wird dann, wie beschrieben, 
zentrifugiert, die Flüssigkeit abgegossen und unter Aufrühren bis zur 
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Chlorfreiheit mit Hilfe der Zentrifuge ausgewaschen. Zum Schluß 
wird geglüht und gewogen. 

Die auf diese Weise gewonnenen Resultate sind befriedigend, wie 
sich z. B. aus nachfolgenden Versuchen ergibt, in welchen getrocknetes 
Lebergewebe mit und ohne zugesetztes Cystin dem Verfahren unter- 
worfen wurde, oder bei einem ähnlichen Versuch mit Hornsubstanz. 
Die Leberversuche verliefen folgendermaßen. 

1. Abgewogen 0,5946 g getrocknete Leber; gefunden 0,0411 g BaSO, 
= 0,00563 g S. Der S-Gehalt der getrockneten Leber war also 0,95%. 

2. Abgewogen 0,6274 g getrocknete Leber und 0,0533 g Cystin. 


Gefunden wurde 0,1495 g Bariumsulfat . . . . . . . . .= 0,02053 g S 
0,6274 g Leber enthalten nach Analyse I... . . . . . . 0,00592g S 
Es ergibt sich also für das zugesetzte Cystin . . . . . . . 0,01461g S 


Die zugesetzte Cystinmenge ergibt einen S-Gehalt (0,0533 x 0,267) 
von 0,0142 g. Gefunden also 2,7% zu viel. 
Abgewogen 0,7335 g getrocknete Leber und 0,0612 g Cystin. 


Gefunden 0,1707 g BaSO¿. . . . cn... .. =0,02344g 8 
0,7355 g Leber enthalten nach obiger Analyse Ln... . . . . 0,00694g S 
Es bleibt also für das angewandte Cystin. . . . . . . . . 0,01650g S 
0,0612 g Cystin enthalten 0,0612 x 0,267 . . . . ss 0,01634g S 


Abweichung gegen den theoretischen Wert also + 1%. 


S-Bestimmung im Horn. 
Angewandt 0,498 g Hornsubstanz. Gefunden 0,1397 g Ba SO, = 3,85% 
Schwefel. 


Angewandt 0,5074 g Horn und 0,520 g Cystin. Gefunden 0,248 g 
Ba SO,. 0,1016 g entsprechen den zugefügten 0,0520 g Cystin. 


0,1464 g BaSO, bleiben für 0,5074 g Horn. Es ergibt sich also, wenn 
man das Cystin als konstant betrachtet, fiir die Hornsubstanz eine S-Menge 
von 3,96%, während bei der Analyse ohne Cystinzusatz sich ein S-Gehalt 
von 3,85%, ergeben hatte. In diesem Falle und bei dieser Berechnung ist 
also der Fehler ebenfalls ungefähr 2%, was bei dem Material als durchaus 
befriedigend angesehen werden muß. 


Mit dieser Methode ist es ohne Schwierigkeit möglich, die drei 
S-Fraktionen im Harn, anorganische Schwefelsäure, Esterschwefel- 
säure und Neutralschwefel zu bestimmen, indem man einerseits den 
Gesamt-S nach dem soeben geschilderten Verfahren, andererseits die 
H,SO, bestimmt und dieses Resultat vom Gesamt-S in Abzug bringt. 
Man kann, wie das schon in der oben erwähnten Arbeit beschrieben ist, 
die anorganische H, S0, ebenfalls im Zentrifugenröhrchen gravimetrisch 
bestimmen, ebenfalls die Gesamt-H,SO,, nachdem man durch Kochen 
mit Salzsäure die Esterschwefelsäure aufgespalten hat. Im allgemeinen 
wird man vorziehen, diese beiden Fraktionen nach der Benzidinmethode 
in der Mikroanordnung (vgl. Mikromethodik, 3. Aufl., S.24)zu bestimmen, 
weil dieses Verfahren bei genügender Genauigkeit sich in viel kürzerer 
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Zeit durchführen läßt als die gewichtsanalytische Bestimmung. Nach- 
folgend ein Beispiel für die Gesamt-S-Analyse einer Harnprobe. 


l. Anorganische H,SO,. Angewandt 2ccm Harn, gefunden 2,33 
bzw. 2,36 mg H,SO, bei Doppelbestimmung. In 100 ccm im Durchschnitt 
117 mg H,SO, = 38 mg S. 

2. Gesamtschwefelsäure in 2 ecm Harn 3,27 bzw. 3,22 mg H,SO, in 
100cem also im Mittel 163mg H,SO, = 53 mg S. Ätherschwefelsäure also 
163—117 = 46 mg H,SO, mit 15 mg S in 100 ccm. 

3. Bestimmung des Gesamtschwefels. Angewandt (Doppelbestimmung) 
10 ccm Harn. Gefunden 0,0497 bzw. 0,0484 g BaSO, woraus sich auf 
100 ccm ein S-Gehalt von 68 bzw. 67 mg berechnet, im Mittel also 67,5 mg. 

Der Neutral-S in 100 ccm Harn beträgt also 67,5—53 = 14,5 mg 
in 100 ccm. 


Die Elektrodialyse der Proteine. 


Von 
Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut für medizinische Kolloidchemie der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 13. Juni 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die folgenden Betrachtungen wollen zur Klärung der Frage bei- 
tragen, in welcher Richtung die Bedeutung der Elektrodialyse für die 
physikalische Chemie der Proteine gelegen ist. Deshalb soll neben 
einigen, gegen verschiedene Mißverständnisse gerichteten Bemerkungen 
auch auf einzelne, für das Verständnis dieses Verfahrens wesentliche, 
jedoch bisher kaum beachtete Umstände hingewiesen werden. 

In einem kürzlich veröffentlichten Aufsatz ‚Die Elektrodialyse 
in der Biochemie‘ hat Charles Dhere!) die Entwicklung der Anfänge 
dieser Methodik und seinen von uns stets anerkannten hervorragenden 
Anteil daran geschildert. 

Anders liegt für uns die Frage bezüglich der allgemeinen Ergebnisse 
dieses Verfahrens in seinen Händen. Dhéré sagt: „Am Schluß... kann 
ich die hauptsächlichsten Resultate meiner älteren Untersuchungen 
in keiner kürzeren Form darstellen, als wenn ich den folgenden Satz 
von Pauli zitiere, den er in einer ganz kürzlich erschienenen Arbeit 
ausspricht: ‚Die Eiweißkörper zeigen bei völliger Abwesenheit von 
Elektrolyten, was durch sorgfältige Elektrodialyse herbeigeführt 
werden kann, eine schwache Leitfähigkeit und sehr geringe Wanderung 
im elektrischen Strome, besitzen also nur eine sehr kleine, einsinnige 
elektrische Ladung "7" 

Dhéré irrt?) jedoch, wenn er annimmt, daß dieser Satz Versuchs- 
ergebnisse zusammenfaßt, die gerade bei Anwendung der Elektro- 
dialyse gewonnen worden sind, welche wohl hierbei benutzt werden 


1) Kolloidzeitschrift 41, 243, 315, 1927. 

2) In einer Fußnote fügt er nämlich hinzu: ,,Daf der Autor sich mehr 
oder weniger auf meine Arbeiten bezieht, indem er sich auf diese Weise 
ausdrückt, sagt er übrigens nicht.“ 
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kann, aber nicht muß. In dem obigen Satze sind bereits die Resultate 
unserer alten Arbeiten über die elektrische Ladung von Eiweiß (die 
ersten an klaren nativen gelösten Eiweißkörpern) aus dem Jahre 1905 
und 1908 wiedergegeben, die ebenso wie die anschließenden Versuche 
von F. Botazz3 (1909) und L. Michaelis (1909) lange vor dem Beginn 
der Dher&schen!) Untersuchungen veröffentlicht waren. Gleichzeitig 
mit den letzteren (1911) erschien jedoch bereits die erste Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes von Glutin aus unserem Institut [R. Chsari?)] 
Pa = 4,7, welche weit mehr enthält als eine qualitative Aussage über 
den Ladungssinn. Nur diesen hatte Dhéré an seiner stark trüben elektro- 
dialysierten Gelatine im einfachen U-Rohre durch makroskopische 
Beobachtung bestimmt. 


Die Tatsache, daß Dhérés späterer Wanderungsversuch mit elektro- 
dialysiertem Glutin für die Entwicklung der physikalischen Chemie 
der Proteine vollständig ohne Bedeutung war und auch geblieben ist, 
läßt sich leicht aus den zusammenfassenden Darstellungen von S. P. L. 
Sörensen®), W. Paulit), L. Michaelis®) entnehmen, die von demselben 
keine Notiz nehmen. Auch eine nachträgliche Rücksichtnahme würde 
an diesen Darstellungen nicht das geringste ändern. 


Wir führen hier nur eine von uns aus der Zeit vor Dhérés Versuchen 
stammende®) (1909) Schilderung an, die alle jene Punkte betont, welche 
Dhéré als das Ergebnis seiner Versuche angesehen wissen möchte: 


„Eine mit größter Sorgfalt dialysierte Serumeiweißlösung enthält 
fast nur elektrisch neutrale Teile, wie die Bestimmung der elektrischen 
Leitfähigkeit und die Untersuchung der elektrischen rführung zeigt. 


Da solches Eiweiß zum überwiegenden Teile aus Monoaminosäuren 
besteht, so kann auch sein Zustand in der Lösung dem einfacher Mono- 
aminosäuren ähnlich angesehen werden. Chemische und physikalisch- 
chemische Gründe sprechen dafür, daß letztere in Lösung fast nur aus 
elektrisch neutralen Teilen?) eines zyklischen Ammoniumsalzes bestehen 

NH, 
dürften, entsprechend dem Schema R |. . Nach den bisherigen Unter- 
coo 
suchungen ist — abgesehen vom Wasser — ein streng amphoterer Elektrolyt 
in dem Sinne, daß seine Säure- (Ka) und Basendissoziationskonstanten (K,) 


1) Erschienen 1911. Journ. de Physiol. et de Pathol. gen. 18, 157, 167. 

2) Diese Zeitschr. 83, 167, 1911. 

8) Ergebn. d. Physiol. (Asher-Spiro) 1912. 

4) Die kolloiden Zustandsänderungen der Eiweißkörper, Fortschritte 
d. naturw. Forschungen, herausgegeben von E. Abderhalden 1912; ferner 
Kolloidchem. d. Eiweißkörper, Dresden 1920. 

5) Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, 2. Aufl. 1922. 

6) Diese Zeitschr. 18, 355, 1909. 

?) Die Bedeutung der Zwitterionen für das Gleichgewicht in Amino- 
säuren ist erst vor kurzem zuerst von N. Bjerrum erkannt worden. 
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gleich wären, nicht bekannt geworden. Insbesondere zeigen die von mehreren 
Autoren untersuchten Monoaminosäuren eine größere Fähigkeit zur 
Ionisation von H-Ionen als von OH-Ionen. Ähnliches konnte vom Eiweiß 
erwartet werden. Das Eiweiß wird zu einem Teile unter Wasseraufnahme 
nach dem Schema 


H 
NH NH,< 
RÇ "+ H,O > RT ‘OH 

00 NCOOH 


reagieren, und wenn nun für Eiweiß wie für einfache Aminosäuren kg > kp 
gilt, dann wird, allerdings nur in sehr geringem Maße, eine Dissoziation nach 


H | H 
„NHı<o HO, NHı<o H : 
R R LLH 
NcooH NC00 


erfolgen. Es wird also neben den elektrisch neutralen Eiweißteilen eine 
kleine Anzahl von elektronegativen Eiweißionen gebildet. 


Schon die früheren Untersuchungen (Pauli) über die elektrische 
Wanderung von sorgfältig dialysiertem Eiweiß hatten, trotz der Unvoll- 
kommenheit der Methodik, gezeigt, daß letzte Spuren einer elektronegativen 
Ladung kaum zu beseitigen sind, die sich in einer verschiedenen Umladung 
und Repulsion in den Polgefäßen verrieten. Neuere Versuche von Land- 
steiner und Pauli in einem eigenen, später von L. Michaelis verwendeten 
Apparat zeigten, daß bei einer vollkommeneren Versuchsanordnung eine 
schwache elektronegative Ladung selbst an einem sehr lange dialysierten 
Eiweiß regelmäßig gefunden werden kann. Eiweiß kann also nur als praktisch 
neutral betrachtet werden, insofern es zum allergrößten Teile aus neutralen 
und in einem verschwindenden Anteil aus geladenen Partikeln besteht.“ 


Wenn es nun sicher ist, daß die Erkenntnis der geringen elektro- 
negativen Aufladung (richtiger Überschußladung) der Proteine, die 
den Anstoß zur Entwicklung der Theorie des isoelektrischen 
Punktes derselben durch L. Michaelis gegeben hat, durch die 
Elektrodialyse keine weitere Förderung oder Ergänzung er- 
fuhr, so ist es doch von Interesse, sich die dafür maßgebenden 
methodischen Umstände im einzelnen klar zu machen. 


Die Elektrodialyse vermag naturgemäß nur ionogene 
Beimengungen zu entfernen, die also im Verhältnis eines 
interionischen Gleichgewichts zu den Proteinen stehen. Diese 
ionogenen Beimengungen sind schon in einer genügend 
dialysierten Eiweißlösung, wie sie in den Versuchen Paulis 
(1905, 1908) zur Verwendung kam, in sehr hoher Verdünnung 
enthalten. Wenn man solche Proteinlösungen, wie dies geschah, in 
unserem Überführungsapparat mit Wasser überschichtet und elektrisch 
durchströmt (220 Volt), so findet bei der angewendeten Feldstärke 
geradezu momentan eine vollständige Kationenbefreiung an der ` 
anodischen Grenzschicht statt. Ein Blick auf die beistehende Abb. 1, 
welche die Grenze der Proteinlösung auf der Seite des positiven Pols 
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im U-Rohre zeigt, lehrt, daß das Eiweiß in der sich fortbewegenden 
Grenzschicht schließlich nur mit den Ionen des Wassers in Wechsel- 
wirkung stehen wird. Die an der wandernden Grenzschicht!) gegebenen 
Bedingungen sind für die Beurteilung der Resultate der Elektrophorese 
in verschiedener Hinsicht von Wichtigkeit. Sie bilden z. B. einen der 
Gründe, weshalb eine Wirkung des von Glas gegebenen Alkalis für die 
Überführungsversuche außer Betracht kommt und weshalb wir (mit 
M. Spsegel- Adolf) nicht imstande waren, einen Einfluß der CO, auf 
die Elektrophorese der Proteine nachzuweisen. 

Die Verhältnisse, die in gut dialysierten Eiweißlösungen in bezug 
auf die ionogenen Bestandteile vorliegen, werden durch Anwendung 
vager chemischer Vorstellungen nicht durchsichtiger. Sie lassen sich 
auf Grund der neuen Elektrolyttheorie und der zuerst von N. Bjerrum 
entwickelten Lehre von der Zwitterionenbildung in Aminosäuren leicht 
überblicken. Wir haben für diesen Fall vor kurzem?) ausgeführt, daß 
dabei Erscheinungen der Inaktivierung und Assoziation durch die hier 
allein möglichen EiweiBionentypen A’, A” und "A" in der Tat nur 
durch hochgeladene anderweitige Kolloidionen oder mehrwertige klein- 
volumige Kationen erfolgen können. Diese würden allenfalls imstande 
sein, eine Entladung oder Umladung des Proteins zu bewirken. Gegen- 
über typischen (nicht kolloiden) Anionen ist eine solche Eiweißlösung 
durchaus der eines hochverdünnten Ammoniumsalzes analog, z. B. eine 
1 9%ige Ovalbuminlösung mit guter Annäherung der eines 1.10”? n 
Ammoniumsalzes. Was von den ionischen Beimengungen durch Elektro- 
dialyse überhaupt entfernbar ist, wird, ebenso wie ein Säure- oder 
Alkaliüberschuß, aus der Grenzschicht bei der Elektrophorese in unserem 
Überführungsapparat entfernt. Die Elektrodialyse kann hier zu dem 
Versuchsergebnis am dialysierten Eiweiß nichts mehr hinzufügen. 

Ein anderer, in unserer Frage zu berücksichtigender Umstand ist 
der folgende. Wenn wir in einer dialysierten Eiweißlösung nach 
L. Michaelis den isoelektrischen Punkt (J) bestimmen, dessen Lage 
uns unter anderem das Vorzeichen der Überschußladung des Proteins 
anzeigt, dann setzen wir mit den Puffern entsprechend gewählte Ionen 
hinzu. Diese werden in einer Konzentration angewendet, neben welcher 
die sonstigen im interionischen Gleichgewicht mit dem Eiweiß stehenden 
geringen Elektrolytbeimengungen desselben ganz zurücktreten. Es 
kann also hier die Elektrodialyse (ED), wenigstens soweit es sich nur 
um die Entfernung von ionogenen Beimengungen durch dieselbe handelt, 
keine Verschiebung des -Wertes bewirken. 


1) Die gleichen Betrachtungen wie für elektronegatives Eiweiß an 
der anodischen Grenze gelten mutatis mutandis für elektropositives an 
der kathodischen. 

2) Kolloidzeitschrift 40, 185, 1926. 
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Eine besondere Frage ist es, wie weit man die durch ED behandelten 
Eiweißkörper als reine Substanzen im Sinne des Chemikers ansehen 
kann. Dhéré hat in seinen Versuchen handelsübliche Gelatine und 
Serum durch Elektrodialyse bis zu sehr niedrigen Leitfähigkeitswerten 
gereinigt. Bei Glutin konnte er mittels protrahierter Dialyse zu nahezu 
den gleichen Werten gelangen, wie durch Elektrodialyse. Denn dem 
von ihm hervorgehobenen Unterschied — 5,2.107$ r. O. in 0,726 Y, 
bei ED gegen 5,6 . 1076 r. O. bei 0,542 Y, und bloßer Dialyse — möchten 
wir gerade bei diesem Beispiel keine zwingende Bedeutung zumessen, 
und zwar aus zwei Gründen. Erstens hat Dhéré die große Rolle der 
Luftkohlensäure nicht beachtet, welche bei seiner dialysierten Gelatine 
mitgewirkt haben kann und die zuerst 1911 aus unserem Institut an 
durch Dialyse hochgereinigtem Glutin beschrieben worden ist. Zweitens 
kann man die Dialyse, wie dies in letzterem Falle bei uns geschehen 
ist, durch Verwendung von Chloroform und Toluol in Zimmer- 
temperatur offenbar weiter führen, während Dhéré bei niedriger Tempe- 
ratur mit ätherisiertem Wasser gearbeitet hat. 

So aufklärend Untersuchungen am Glutin in vieler Hinsicht sein 
können, so darf man sich darüber nicht täuschen, daß das bisher ver- 
wendete @Glutin ein technisches Produkt, nicht aber einen reinen Eiweiß- 
körper darstellt. Alle Ergebnisse am Glutin!) können bestenfalls nur 
als erste Annäherungen angesehen werden. Dazu kommt noch ein 
weiterer Umstand: verdünnte, hochgereinigte Glutinlösungen bilden 
bei Zimmertemperatur keine klare Flüssigkeit, sondern milchige, un- 
durchsichtige Zerteilungen, wie dies zuerst Dhéré beschrieben hat. 
Man kann das gleiche Verhalten an hochdialysiertem Glutin beob- 
achten, und es ist lange bekannt, daß diese trüben Zerteilungen bei 
höherer Temperatur (30 bis 35°C) oder auf Neutralsalzzusatz eine 
Klärung erfahren. 

Eine Theorie dieser Trübungen ist unseres Wissens noch nicht 
gegeben worden. Man wird aber kaum fehlgehen, für diese Erscheinung 
eine wechselseitige Inaktivierung von Zwitterionen, wahrscheinlich 
unter Übergang der heteropolaren Type in homöopolare Bindungen als 
wesentlichen Faktor anzunehmen. Jedenfalls bildet es eine Schwierig- 
keit, diese Trübungen, welche Dhere verwendet hat, mit den klaren 
Lösungen etwa von Ovalbumin, Seralbumin oder von Hämoglobin 
auf eine Stufe zu stellen, während sie gewissen trüben Zerteilungen von 
variierender Dispersion nahestehen, wie sie mit Casein, Globulin und 
anderen unter Umständen gebildet werden können. 


1) Was Dhéré als wünschenswerten Vorgang betrachtet, daß sein 
Glutin vor der Reinigung elektropositiv wandert, ist wohl nur die Folge 
der von einer (früher üblichen) Entfärbungsmethode des Leims durch 
schweflige Säure stammenden Verunreinigung. 


26* 
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Am Serum tritt dagegen die methodische Überlegenheit!) der 
Elektrodialyse gegenüber der einfachen Dialyse in Dhérés Leitfähigkeits- 
werten ganz eindeutig zutage. Daß das elektrodialysierte Serum von 
Dhéré noch stark globulinhaltig gewesen sein muß, ist jedoch nach den 
Untersuchungen von Pauls und Spiegel-Adoif, in welchen die Methode 
der völligen Beseitigung des Globulins ausgearbeitet wurde, nicht zu 
bezweifeln. Das ist wohl erst in unserem Seralbumin und Ovalbumin 
restlos erreicht worden und darauf bezieht sich die von Dhéré zu Unrecht 
beanstandete Bemerkung, daß erst in unseren Versuchen genügend 
reine Proteine gewonnen worden sind. Wir glauben übrigens auf Grund 
von weiteren Erfahrungen, daß in dieser Hinsicht noch mancher Fort- 
schritt zu erreichen ist. 

Es soll keine Unterschätzung der Verdienste Dheres um die Methodik 
sein, wenn wir feststellen, daß seine eigenen Versuche mit dem von ihm 
ausgearbeiteten Verfahren auf die Entwicklung der physikalischen 
Chemie der Proteine keinen weiteren Eınfluß genommen haben. Die 
wissenschaftliche Bedeutung der Elektrodialyse begann auf diesem 
Gebiete mit dem Studium der CO,-Reaktion der reinsten Eiweißkörper, 
mit der Verwendung des Schichtungsphänomens und der Einführung 
jener Methoden, die wir zugleich bei der physikalisch-chemischen 
Analyse der anorganischen Sole angewendet haben, vor allem der 
Aktivitátsbestimmung der Gegenionen der Kolloidionen. Für die 
Entdeckung der CO,-Reaktion reinster Proteine wäre gewiß auch 
Dhérés U-Rohranordnung geeignet gewesen, für die weitere Ausbildung 
der Elektrodialyse und insbesondere die Verwendung des Schichtungs- 
phänomens war sie nicht brauchbar. Hier hat sich unsere Apparatur?) 
überaus bewährt, deren sich auch The Svedberg für sein reinstes Ov- 
albumin bedient hat. Wir haben sie auch benutzt, um z.B. den be- 
merkenswerten Einfluß des Schwerefeldes auf die Schichtungsphänomene 
zu studieren. 

In bezug auf das Verhältnis von isoelektrischem und reinem 
Protein können wir uns gegenüber den breiten Ausführungen von 
Dhéré kurz fassen. Die Theorie der Eigenreaktion von Ampholyten 
und ihrer Beziehung zum Werte J ist bereits im Jahre 1912 von S. P. L. 
Sörensen?) vollständig und klar entwickelt worden, dessen anscheinend 
Dhéré nicht bekannten Darlegungen auch heute im Prinzip nichts 
hinzuzufügen ist. Mit steigender Konzentration eines Proteins wird 
sich also sein me dem J-Werte nähern, wie es auch unsere Versuche 
gezeigt haben. 


1) Dieser Unterschied von Serumeiweiß und Glutin bildet ein be- 
sonderes Problem, auf das wir bei anderer Gelegenheit zurückkommen. 

2) Von Fritz Köhler in Leipzig. 

3) l.c. S. 495. 
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Es ist ein MiBverstándnis von J. Dhéré, wenn er J. Loeb den 
Widersinn zuschreibt, daß er eine von ionogenen Bestandteilen freie 
Gelatine als isoelektrisch angegeben hätte. J. Loeb!) hat seine Gelatine 
mit angesäuertem Wasser von pa = 4,7 wiederholt gewaschen, was 
sicher die Verdrängung anderer Kationen begünstigt, und die so be- 
handelte Gelatine darauf mit reinem Wasser neuerlich ausgewaschen. 
Diese Behandlung war für J. Loeb ein Weg, das Glutin aschearnı, 
nicht aber es isoelektrisch zu erhalten. 

Nach den uns unbekannt gewesenen Angaben von Morse und 
Pierce?) müssen diese als die ersten Erfinder der Elektrodialyse be- 
zeichnet werden, deren Prinzip sie erschöpfend und eindeutig in der 
heute angewendeten Form beschrieben und die sie für ihre Gelatine- 
reinigung auch mit Eıfolg benutzt haben. Wenn diese Autoren, denen 
biochemische Interessen naturgemäß fernlagen, auch wenig Einzel- 
heiten bekanntmachen, so geht es doch nicht an, heute deren Produkt, 
das sicher feste Gallerten gebildet hat, als durch Hydrolyse stark ver- 
ändert zu bezeichnen, da die angegebene Stromspannung bei der 
Variationsmöglichkeit für den Abstand der Elektroden von den Per- 
gamentmembranen zur nachträglichen Schätzung der verwendeten 
Stromstärke nicht genügt. 

Dhéré hat anläßlich seiner ohne Kenntnis der Arbeit von Morse 
und Pierce 7 Jahre später erfolgten Einführung der ED als Reinigungs- 
methode für Proteine die ersten damit erreichbaren Leitfähigkeits- 
werte veröffentlicht und den erzielten Effekt ersichtlich gemacht. 

Auf einige weitere theoretische und technische Fragen der Elektro- 
dialyse kommen wir anläßlich anderer Untersuchungen noch zurück. 


1) Die Eiweißkörper usw., vgl. die engl. Ausgabe. Berlin, J. Springer, 
1924. 

2) Zeitschr. f. physik. Chem. 45, 606, 1903. Wir haben außer Dhéré, 
auf Grund einer alten Notiz, auch Steele und Denison als Vorgänger erwähnt, 
doch scheint hier eine Verwechslung mit einem heute uns nicht eruierbaren 
Untersucher vorzuliegen, der Wechselstrom zur Gelatinereinigung benutzte. 
Dem von uns gleichfalls als Vorgänger erwähnten genialen technischen 
Verwerter der verschiedenen elektrophoretischen Erscheinungen, Grafen 
B. Schwerin, dürften, seiner ganzen Arbeitsrichtung nach, die Angaben 
von Morse und Pierce eine Anregung geboten haben. 
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1. Die Bedeutung der Hemmungserscheinungen und Vorversuche. 


Die Frage, ob die fermentative Proteolyse durch Spaltprodukte der 
Eiweißverdauung gehemmt wird, hat nicht nur vom Standpunkt der 
allgemeinen Fermentlehre in der letzten Zeit große Bedeutung gewonnen. 
Waldschmidt-Leitz hat sich nämlich neuerdings bemüht?), durch fer- 
mentative Spaltungsversuche Einblick in die Konstitution der Eiweiß- 
körper zu erhalten. Dies setzt voraus, daß die Eiweißspaltung durch 
ein bestimmtes proteolytisches Enzym erst dann stillsteht, wenn alle 
Bindungen gelöst sind, die durch dieses Enzym überhaupt angegriffen 
werden können. Unter dieser Voraussetzung sind Abbauversuche 
mit verschiedenen proteolytischen Fermenten in wechselnder Reihen- 
folge tatsächlich geeignet, Anhaltspunkte zu geben sowohl für die Zahl 


1) Mit Unterstützung der Notgemainschaft der Deutschen Wissenschaft. 

2) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schäffner und I. W. Grasmann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 156, 68, 1926.; E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons. 
ebendaselbst 156, 99, 1926. 
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der im Eiweiß vorkommenden Bindungsaıten als auch für die spezifische 
Einstellung der einzelnen proteolytischen Fermente auf diese Bindungen. 
Zweck der vorliegenden Untersuchungen ist es, die Zulässigkeit dieser 
Voraussetzung zu prüfen, und zwar hauptsächlich für das System ' 
Trypsin—Kinase und Pepsin, da Euler!) und seine Schüler während 
der vorliegenden Untersuchungen diese Hemmungsprobleme für das 
Erepsin in Angriff genommen haben. Falls sich nämlich bei der Pro- 
teolyse durch den hemmenden Einfluß von Spaltprodukten falsche 
Gleichgewichte einstellen, kommt diese bereits zum Stehen, ehe alle 
Bindungen, die von dem betreffenden Enzym angegriffen werden können, 
gelöst sind. In diesem Falle sagt die Leistung des betreffenden Enzyms 
natürlich nichts aus über die Zahl der Bindungen im Eiweißmolekül, 
die seiner Einwirkung zugänglich sind. Außerdem kann in diesem Falle 
eine verschiedene Spezifität verschiedener Proteasen vorgetáuscht 
werden. Gelten andere Hemmungsbedingungen für das zweite Enzym 
wie für das erste, so kann bei dem Übergang auf ein neues Ferment die 
Hydrolyse ungehemmt von neuem in Gang kommen, ohne daß das 
zweite Enzym eine andersartige Substratspezifität besitzt. Pepsin und 
Trypsin werden aber tatsächlich von verschiedenen Körpern gehemmt. 
(Vgl. Dipeptidversuche, $. 418 und 424.) 


Die Angaben darüber, wieweit bei proteolytischen Fermenten 
Hemmungserscheinungen durch Spaltprodukte auftreten, sind äußerst 
dürftig. Frühere Versuche mit ungereinigten Fermenten und — wie wir 
durch die bahnbrechenden Arbeiten von Willstätter und Waldschmidt- 
Leitz wissen — mit falschen Substraten ergaben ein so wenig eindeutiges 
Resultat, daß Oppenheimer?) , diese Frage als noch nicht recht geklärt“ 
bezeichnet. Für das Pepsin liegen überhaupt keine Resultate vor, und 
beim Trypsin hat sich eingehender bisher nur J. Northrop?) mit dem 
Problem beschäftigt. Er gibt an, daß Hemmungen bestehen. Das ist 
prinzipiell im Sinne der skizzierten Fragestellung wichtig. Da seine 
Experimente nicht einmal in ihrer ursprünglichen Form und Methodik 
nachgeprüft sind, mußte zur Orientierung versucht werden, diese zu 
reproduzieren. Dann erst wurde zu den umständlicheren Methoden der 
Fermentreinigung übergegangen. 


Im einzelnen. kommt Northrop zu folgenden Resultaten: Die 
Produkte der Säure und Alkalihydıolyse beeinflussen den Spaltungs- 
verlauf in keiner Weise. Dagegen vermag ein nach seinen Angaben 


1) H. v. Euler und H. Josephson, Chem. Ber. 59, 226, 1926; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 157, 122, 1926. 

2) C.Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 1925/26, 
S. 913. 

3) I. H. Northrop, Journ. of gen. Physiol. 4, 227, 1921/22. 
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fermentativ abgebauter Eiweißkörper [Inhibitor!)] die Hydrolyse zu 
beeinträchtigen. 

Seine Ergebnisse wurden mit drei Methoden nachgeprüft. Zunächst 
mit Hilfe der Leitfähigkeitsmessung, wobei bezüglich der Apparatur und 
der Versuchsanordnung die Angaben Northrops als Vorbild dienten. Doch 
wurden diese undurchsichtige Methode bald aufgegeben, vor allem da bei 
Benutzung eines fermentchemisch wünschenswerten Puffers mit seiner 
hohen Anfangsleitfáhigkeit die Ausschläge sehr klein werden. Von einer 
Anführung dieser Protokolle sowie der Beschreibung einer Verbesserung der 
Northropschen Leitfähigkeitsgefäße soll daher abgesehen werden. 

Daß die Northropschen Resultate im wesentlichen richtig sind, 
d. h. daß sich mit seinem Inhibitor Hemmungen erzielen lassen, sei 
durch zwei — bis auf die zugesetzte Hemmungskörpermenge — identische 
Versuche belegt. Von diesen ist der eine mit der gasanalytischen Methode 
von van Slyke ausgeführt und über längere Zeit ausgedehnt worden. 
Er zeigt deutlicher als der entsprechende mit der Alkoholtitration 
verfolgte Versuch das auch von Northrop beobachtete Nachlassen der 
Hemmungswirkung, das sich bei den meisten der späteren Versuche 
wiederfand. Northrop hat diese befremdliche Erscheinung auch zu 
deuten versucht). 


0,25 


Minuten 


Abb. 1. 
Hemmung der tryptischen Gelatinespaltung durch Northrop+Inhibitor. Methodik: Nach ran Slyke. 
Kurve 1: Mit Inhibitor. Kurve 2: Ohne Inbibitor. 


Versuch 1. 


Hemmungslósung. Northrop-Inhibitor, sirupartig, pa = 6,7. 
Fermentlósung. 2 g Pankreatin-Rhenania in 20 ccm Wasser aufgeschwermmt 
und filtriert. 


Das py beider Ansätze wurde mit abgekochtem Ferment zu Beginn des 
Versuchs bestimmt, es wurde wáhrend und nach dem Versuch gemessen. 
In den alkalischen wie spáter auch in den sauren Versuchsansátzen war 
die pp-Verschiebung zum Neutralpunkt eine geringere als in den Kontroll- 
ansätzen (Pufferung durch die Hemmungslösung). 

Sämtliche Versuche wurden mit Hilfe eines Wasserbadthermostaten 
auf 37,5°C gehalten. 


1) l. c. S. 240/241. 
2) l. e. S. 243. 
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Zur nachstehenden Bestimmung nach van Slyke wurde je lccm ver- 
wandt. 


Versuchsansalz. Kontrollansatz: 
25 com 2,5% ige Gelatinelósung 25 cem 2,5% ige Gelatinelósung. 
5 , 0,2 mol. Phosphatpuffer vom 5 „ 0,2 mol. Phosphatpuffer vom 
Pa = 6,7. Pu = 6,7. 
1 ,, Hemmungslósung. 1 ,, destilliertes Wasser. 
l ,, Fermentlósung. 1 ,, Fermentlósung. 


Pa | Zunahme Minuten Zunahme De 


com gzn MOH 


Abb. 2. 


Hemmung der tryptischen Gelatinespaltung durch NorthropeInhibitor. Methodik: Nach W’illstätter. 
Kurve 1: Mit Inhibitor. Kurve 2: Ohne Inhibitor. 


Versuch 2. 


Hemmungslösung. Northrop-Inhibitor. 
Fermentlósung. Wie in Versuch 1. 


Die Titration von je 2ccm Ansatzlösung erfolgte in 50 ccm 95 %igem 
Methylalkohol mit 0,5 com Thymolphthalein. 


Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
25 com 2,5%,ige Gelatinelósung. 25 ccm 2,5%,1ge Gelatinelósung. 
5 , m/10 Phosphatpuffer vom 5 , m/10 Phosphatpuffer vom 
PH = 6,3. pa = 6,3. 
1,5 ccm Hemmungslösung. 1,5 ccm destilliertes Wasser. 
l cem Fermentlósung. l ccm Fermentlósung. 


o Pa A Zunahme o | Minuten | Zunahme | Minuten 


6,3 0,00cem 0,2n KOH 0 0,00 cem 0,2n KOH 6,3 
OOL p o npo n 10 DA 

| 0,06 ” n H 20 0,23 ” n ” l 
0,11 ” n » 30 0,25 n ” n 
0,13 p p } 40 0,29 >, a»  » 

638 | Olt, p , 60 0380, » » , 627 
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Diese nach Northrops Angaben angestellten Versuche vermógen 
jedoch in keiner Weise zu befriedigen. Erstens wurden sie mit einem 
fabrikmäßig hergestellten Fermentpräparat ausgeführt. Dieses wies 
bei einer vorgenommenen Prüfung gegen das für Peptidase am meisten 
empfindliche Alanylglycin wechselnden Gehalt an Erepsin auf. Damit 
besteht die Möglichkeit, daß in der Northropschen Anordnung Erepsin- 
hemmungen für Trypsinhemmungen angesehen werden. Zweitens 
gibt die Bereitung der Hemmungslösung zu Bedenken Anlaß. Da sie 
durch eingreifende und in ihrer Wirkung undurchsichtige Maßnahmen 
(Alkoholbehandlung usw.) gewonnen worden ist, könnte es sich bei 
ihr um Kunstprodukte handeln. Drittens ist eine ausreichende Akti- 
vierung des Trypsins in keiner Weise gewährleistet. 


2. Die Hemmung der Trypsinverdauung. 


Es war also festzustellen, ob solche Hemmungserscheinungen auch 
bei Verwendung normaler Spaltprodukte gegenüber dem System 
Trypsin—Kinase, d. h. gegenüber ausreichend aktiviertem Trypsin 
auftreten. Normale Spaltproduktlösungen sind solche, die bei der 
"Trypsin-Kinaseverdauung von selbst entstehen und ohne weiteren 
chemischen oder physikochemischen Eingriff gewonnen werden. Außer- 
dem wurde versucht, in die Frage nach den chemischen Individuen, 
die solche Hemmungen verursachen (Aminosäuren, Peptide), einen 
Einblick zu gewinnen. 


Um auf die erste Frage nach dem Hemmungsvermögen der im 
Versuchsverlauf entstehenden Stoffe eine Antwort zu erhalten, wurde 
folgendermaßen vorgegangen: zu einer 2,4% igen Caseinlósung, die 
nach Waldschmidt-Leitz bis zum Stillstand verdaut war, wurde von 
neuem 2,4%, Casein hinzugegeben. Als Kontrolle diente ein Casein- 
ansatz, der in allem — auch dem pa — genau dem Versuch nachgebildet 
war. Dieser unterschied sich also nur durch das Fehlen des Hemmungs- 
körpers. 

Versuch 3. 
Hemmungslösung. Endlösung nach Waldschmidt-Leitz und Simons durch 

Erwármen inaktiviert. 

Hemmungskörperkonzentration im Versuchsansatz 0,069 n = 1,67 %,1g. 

Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 1,67%, (vgl. Ver- 
such 4 und Text). 

Puffer. 100 Teile n Ammoniak-Ammonchloridpuffer vom py = 8,9, 

27 Teile ın/3 Citratpuffer vom py = 1,2 nach Mischung py = 7,8. 


Py beider Ansätze = 8,1, bestimmt nach der Indikatorenmethode. Titration 
von je Beem Ansatzlösung in 50 com 96°,igem Athylalkohol mit 0,5 cem 
Thymolphthalein. 
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Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
30 ccm Hemmungslösung. 18 Puffer. 
0,75 g Casein. 12 Wasser. 
15 cem aktiviertes Trypsin. 0,75 g Casein. 


15 cem aktiviertes Trypsin. 


Zunahme | Minuten | Zunahme 


0,00 cem 0,2n KOH 
0,08 „ 5 Re 
0,10 „ e 5 
0,39 „ š a 


0,00 eem 0,2n KOH 
0,16 2. s» 
0,17 , e > 
048 „ = e 


Hiermit ist gezeigt, daB eine durch Trypsin—Kinase verdaute 
2,4 %,ige Caseinlösung die Spaltung einer Caseinlösung gleichen Stick- 
stoffgehalts deutlich hemmt. Als Endlösung werden im folgenden die 
unveränderten Substrat-Ferment- bzw. Substrat-Ferment-Puffer- 
gemische bezeichnet, bei denen ein Fortschreiten der Spaltung auch 
auf erneute Fermentzugabe nicht beobachtet werden kann. Für die 
Frage des falschen Gleichgewichts kommt es aber nicht darauf an, daß 
der Spaltungsprozeß verlangsamt, sondern daß er vollständig zum 
Stillstand gebracht wird. 


Bei vielen Hemmungserscheinungen, besonders wenn die Hemmung 
durch eine Bindung des Ferments an den Hemmungskörper erfolgt, 
hängt der Hemmungsbetrag nicht von der absoluten Konzentration 
des Hemmungskörpers, sondern von dem Mengenverhältnis des 
Hemmungskörpers zum Substrat ab!). Es wäre also denkbar, daß eine 


1) Falls es sich um eine reversible Affinitátskonkurrenz zwischen 
Ferment und Hemmungskórper handelt, folgt diese Tatsache aus dem. 
Massenwirkungsgesetz. Die Menge der entstehenden Ferment-Substrat- 
verbindung entspricht der Gleichung: 


FS=K,.S.F. 
Die der Ferment-Hemmungskörperverbindung der Gleichung: 
FH = K,.H.F, 


wobei K, und K, die Affinitátskonstanten, F Ferment und H Hemmungs- 
körper, FS und FH die Verbindungen des Ferments mit Substrat bzw. 
Hemmungskörper bedeuten. Division beider Gleichungen durcheinander 
ergibt für die Verteilung des Ferments auf Hemmungskörper und Substrat 
die maßgebliche Beziehung: 


FS _ K.S ` K S 
FH K, H ` H 
Bei gegebenen Konstanten hängt diese Verteilung und damit der Betrag 
der Hemmung also ausschließlich von dem Betrag S/H ab. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. Val 
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niedrigere Substratkonzentration als die angewandte bei derselben 
Konzentration an Abbauprodukten praktisch vollkommen an der 
Spaltung gehindert wird. 
Hemmungskörper 
Substrat 
nach der Seite des Hemmungskörpers, kann auf zweierlei Weise er- 
folgen: durch Vermehrung des Hemmungskörpers bei konstanter 
Caseinkonzentration oder durch Verminderung der Caseinkonzentration 
bei konstantem Gehalt an Hemmungskörper. In den folgenden Ver- 
suchen mit Trypsin wurde der erste Weg eingeschlagen!), beim Pepsin, 
wie hier vorweggenommen sei, der zweite. Es ergab sich so, daß mit 
Abbauprodukten der fermentativen Hydrolyse, die keinerlei chemischen 
Eingriffen ausgesetzt waren, vollständige Unterdrückung jeder Eiweiß- 
verdauung leicht möglich ist. 


Eine Verschiebung des Mengenverhältnisses 


Was die Ausführung des Versuchs selbst anlangt, so kam die im 
Protokoll 3 bereits verwandte Trypsin-Kinaseendlösung für derartige 
Versuche wegen ihres Puffergehalts nicht in Frage! Denn erstens wäre 
beim Einengen der Lösung eine Hemmung durch die sehr hohe Salz- 
konzentration zu befürchten gewesen, dann aber hätte starkes Kon- 
zentrieren auch für die Titration den Verbrauch an Lauge eben wegen 
der Puffermengen zu sehr gegen den des Kontrollversuchs verschoben. 
Es wurde daher eine Endlösung von fast gleichem Basenäquivalent 
verwandt, die durch monatelange tryptische Verdauung von Casein in 
ungepufferter Lösung erhalten worden war. Das pa von 7,8 wurde 
durch Zugabe von n NaOH annähernd konstant gehalten. Den Ausfall 
eines der so angesetzten Versuche zeigt das folgende Protokoll: 


Versuch 4. 


Hemmungslösung. Salzfreie Endlösung auf ein Viertel des Volumens ein- 
geengt. 
Hemmungskörperkonzentration im Versuchsansatz 0,393 n. 


Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 3,33%, (vgl. Ver- 
such 3 und Text). 


Titration von je Beem Ansatzlösung in 50 eem 95% igem Methylalkohol 
unter Zusatz von 0,5ccm Thymolphthalein. 


1) Dies trifft nur im Prinzip zu, denn in dem totalen Hemmungs- 
versuch mit Trpysin war auch die Caseinkonzentration gegenüber Versuch 3 
vermehrt, aber — und das ist das Entscheidende — die Konzentration an 
Hemmungskörper noch viel stärker: während das Gewichtsverhältnis 


Substrat , er 
HZ in dem Versuch mit teilweiser Hemmung !/, war, be- 
Hemmungskörper 


trug es in dem totalen Hemmungsversuch Li 
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Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
25 ccm eingeengte Hemmungs- 25 ccm destilliertes Wasser. 
lösung. 1,5 g Casein. 
1,5 g Casein. Beem m/3 Phosphatpuffer vom 
Beem m/3 Phosphatpuffer vom Ph = 7,8. 
Dn = 7,8. 15 ,, aktiviertes Trypsin. 


15 ccm aktiviertes Trypsin. 


DH Zunahme | Minuten | Zunahme | Du 


7,8 0,0 ccm 0,2n KOH 0,00 eem ,02n KOH 7,8 
0,0 D y” ” 0,10 ” N ” 
0,0 tad ” ” 0,24 N ” n 

| OO n n» n 0,30 n no n \ 
00» a e 0,45 n nn 
00, e » 0,57 n n» n 

7,8 0,0 „ S A 0,60 „ 5 = 7,6 


Dieser Befund spricht gegen die Kleinmannsche These, daß Hemmungs- 
erscheinungen gerade in den ersten Anfangsstadien nicht vorkämen!). 
Allerdings bleibt im Lichte der Desaggregationstheorie zu berücksichtigen, 
daß dieser Autor nicht die Hydrolyse von Bindungen, sondern kolloidale 
Dispersitätsänderungen verfolgt hat. 


Es erhebt sich nun die Frage: Welche chemisch definierten 
Hemmungskörper sind in der Abbaulösung? Zu ihrer Entscheidung 
schien es aussichtsreicher, bekannte, durch Trypsin—Kinase nicht 
weiter spaltbare Verbindungen auf ihre Hemmungsleistung zu prüfen, 
als etwa aus den verdünnten Lösungen solche Körper zu isolieren. 
Solche Verbindungen sind Aminosäuren und einfache Peptide. Für 
das System Trypsin—Kinase, das ja erhebliche Mengen von Amino- 
sáuren in Freiheit zu setzen vermag, hat Northrop eine derartige 
Hemmung abgelehnt und die positiven Baylissschen Befunde auf eine 
für die Spaltung ungünstige pa-Verschiebung durch die zugesetzten 
Aminosäuren zurückgeführt. Dennoch spricht er, ohne sich genauer 
festzulegen, von Hemmungen für Mengen, die größer sind, als sie durch 
die Spaltung entstehen können. Für einfache Peptide fehlt es in der 
Literatur an Angaben überhaupt. 


Es wurden daher zunächst orientierende Versuche an drei Di- 
peptiden, dem Alanylglycin, Leucylglycin und Glycylglycin ausgeführt. 
Es ergab sich für eine 0,088 n Alanylglycin-, 0,098 n Leucylglycin-, 
0,140 n Glycylglycinlósung eine deutliche Hemmung. Einer dieser 


1) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 177, 89. und zwar $. 98. 
27* 
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mit Hilfe der Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke geprüften 
Ansätze mag hierfür als Beleg dienen, da die beiden anderen Dipeptide 
ein ganz ähnliches Bild ergeben. 


025 
0,20 
SS 715 

€ 
070 
005 
0 
Abb. 3. 
Hemmung der tryptischen Caseinspaltung durch Alanylglycin. 
Kurve 1: Mit Alanylglycin. Kurve 2: Ohne Alanylgiycin. 
Versuch 5. 


Hemmungskörper. Alanylglycin. 

Hemmungskörperkonzentration im Versuchsansatz 0,088 n. 

Caseinlósung. 2,5%, ige alkalische Lösung. 

Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,93% ig. 

Zur Bestimmung nach van Slyke wurde je l ccm Ansatzlösung verwandt. 


Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
10 ccm 2,5% ige Caseinlösung. 10 ccm 2,5%ige Caseinlósung. 
5 , m/3 Phosphatpuffer vom 5 , m/3 Phosphatpuffer vom 
PH = 7,8. py = 7,8. 
0,35 g Alanylglycin in 2 „ H,O. 
2 ccm NaO H-H,O. 10 ,, aktiviertes Trypsin. 
10 ,, aktiviertes Trypsin. 
Pu | Zunahme | Minuten | Zunahme | DH 
7,9 0.000 mg N 0 0,000 mg N 7,94 
| 0,079 — » 50 0,137 e , | 
0,142 e 110 0,228 » » 
7,13 VAL 2 220 0,2288 „ » 1,54 


Quantitativ läßt sich die Hemmungsleistung der Trypsinendlósung, 
der Dipeptide und der Aminosáuren, die ja in hoher Konzentration 
auch hemmen sollen!), folgendermaßen vergleichen: es werden die 
genannten drei Kategorien von Hemmungskórpern in gleicher Carboxyl- 
normalität angewandt. Dies bedeutet für Aminosäuren und Peptide 
ohne weiteres gleiche Molarität. Bezüglich der Trypsinendlösung 
gestattet das Verfahren eine Aussage darüber, ob deren Hemmungs- 


1) Northrop, Le S. 241. 


Proteasen und proteolytische Hemmungskörper. 419 


leistung erklärt werden kann unter der Annahme, ihre Hemmungs- 
wirkung beruhe ausschließlich auf ihrem Gehalt an Dipeptiden und 
Aminosäuren. Es ist nämlich in einer Aminosäure- oder Dipeptidlösung, 
die mit der Trypsinendlösung äquinormal ist, auf keinen Fall weniger 
Aminosäure bzw. Dipeptid als in der Trypsinendlösung. In Wirklichkeit 
ist sogar mehr darin, da nicht alle freien Carboxyle der Endlösung 
auf Aminosäure oder Dipeptid bezogen werden können. Bleibt also die 
Hemmungsleistung dieser Lösungen bekannter Zusammensetzung 
hinter der der Trypsinendlösung zurück, so muß diese noch andere 
unbekannte Hemmungsstoffe enthalten, und zwar von höherer 
Hemmungskraft hinsichtlich ihrer Normalkonzentration als Dipeptide 
oder Aminosäuren. Es müssen also in diesem Falle diese unbekannten 
Hemmungskörper höher molekular sein als Dipeptide. Dies ist tat- 
sächlich der Fall. Als Vertreter der Aminosäuren wurde Alanin, als 
Dipeptid Glycylglycin in derselben Carboxylnormalität angewandt, 
in der eine Trypsinendlösung totale Hemmung gegenüber 2,4 % igem 
Casein hervorruft. 

Aus Versuch 4 und diesem Versuch geht hervor: im Glycylglycin- 
ansatz bleibt der Umsatz in derselben Normalität, in der die Trypsin- 
endlösung die Hydrolyse vollständig unterdrückt, nach 45 Minuten 
um 75%, im Alaninansatz um 37%, hinter der Umsatzgröße des un- 
beeinflußten Ansatzes zurück. Außerdem ist diese Umsatzverminderung 
nur in der Endlösung ein konstanter Bruchteil des gleichzeitigen Um- 
satzes in der Kontrolle (nämlich 100 %,), während sie in Dipeptidlösung 
langsamer, in Alaninlösung schneller abnimmt. Dies ist in Abb. 4 
dargestellt. Die Ordinaten der Kurven sind berechnet nach der Formel: 


Ux—Un , 

dÉ 
in der U, die unbeeinflußte Umsatzgröße, U y die Umsatzgröße in der 
Hemmungslösung nach derselben Spaltungszeit, bedeutet. Die Werte 


00, 


7, e 
Abb. 4. Minuten 


Vergleich der Hemmung des tryptischen Caseinumsatzes durch Endlösung (1), 
Dipeptid («Glycylglycin) (2) und Aminosäure (»Alanin) (3). 
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für Uy in Alanin und Glycylglycin sind durch graphische Korrektur 
und Interpolation des Versuchs 6 gewonnen. Die Hemmungsleistung 
nimmt demnach von den Aminosäuren über die Dipeptide zu den höher- 
molekularen Spaltprodukten gleicher Normalität hin beträchtlich zu. 


Diese beträchtliche Hemmungskraft der Dipeptide steht in guter 
Übereinstimmung mit der neuesten Veröffentlichung von H. Kraut und 
E. Bauer!), die für ein anderes trypsinartiges Ferment, das Papain, die 
Feststellung machten, daß sein Wirkungsvermögen auf Gelatine durch 
ereptische Zerstörung eines das Ferment begleitenden Hemmungskörpers 
erhöht wird. Diese Forscher definieren den Begleitkörper deshalb als zur 
Gruppe der Peptide gehörig. 

Es handelt sich bei diesen Hemmungsexperimenten um eine echte 
Hemmung, nicht etwa darum, daß dem Caseinabbau eine fermentative 
Synthese der niedrig molekularen Hemmungskörper entgegen wirkt. 
Dies geht daraus hervor, daß die reinen Hemmungslösungen bei Trypsin- 
gegenwart nie irgendwelche Abnahme an Carboxylgruppen zeigen. 
Für pankreasfermenthaltige Aminosäurelösungen steht die Tatsache 
bereits seit Abderhalden?) fest. Bei den Hemmungslösungen, die durch 
tryptischen Caseinabhau hergestellt sind, ist das Fehlen einer Synthese 
selbstverstänilich, denn diese Lösungen können ja auch bei den 
günstigsten Spaltungsbedingungen nicht über das theoretisch zu er- 
wartende Gleichgewicht zwischen Trypsin—Substrat und Abbau- 
produkten hinaus hydrolysiert sein. Und das wäre ja die erste Vor- 
bedingung für jede Synthese. In diesem Sinne wichtiger ist, daß auch 
Dipeptide, die sich längere Zeit in trypsinhaltiger Lösung befanden, 
keine Abnahme der Carboxylgruppen zeigen. Solche Versuche wurden 
wiederholt zur Prüfung des Trypsin-Kinasegemisches auf Erepsin- 
freiheit ausgeführt. Es ergibt sich also, daß bei einer Trypsin-Kinase- 
spaltung, die zu Dipeptiden als Endprodukt führt, das Substrat-End- 
produktgleichgewicht vollkommen nach der Seite des Dipeptids ver- 
schoben ist. 


3. Die Hemmung der Pepsinspaltung. 


Prinzipiell die gleichen Resultate wie beim Trypsin ergaben sich 
auch beim Pepsin, wenn man die durch Pepsinspaltung entstandenen 
Caseinabbauprodukte benutzt. Allerdings war es nicht möglich, im 
Gegensatz zum Trypsin, in dem Hemmungsansatz die gleiche Kon- 
zentration an Casein und Hemmungskörper herzustellen, da bei dem 
Einrühren größerer Caseinmengen in den Hemmungskörper Flocken 
entstanden. Infolgedessen verhielt sich die in dem Ansatz befindliche 


1) H.Kraut und E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 10, und zwar 
S. 19/20, 1927. 
2) E. Abderhalden, Fermentforschung 1, 47, 1914. 
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Caseinmenge zu der Menge des Hemmungskórpers wie 1:2,8. Die 
Caseinspaltung in diesem Ansatz war nach dem ersten Tage um 659%, 
nach 9 Tagen um 329%, gehemmt. 


ccm 02n KOH 


8 3 
Tage 


Abb. 5. 


Hemmung der peptischen Caseinverdauung durch Pepsinendlösung. 
Kurve 1: Mit Pepsinendlösung. Kurve 2: Ohne Pepsinendlösung. 


Versuch 7. 


Hemmungslösung. Pepsin-Caseinlösung nach Waldschmidt-Leitz und Simons 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 156, 106) durch Erwärmen inaktiviert, 
filtriert. 


Hemmungskörperkonzentration im Versuchsansatz 0,107n = 2,55 %ig. 
Caseinlósung. Org, alkalisch. 
Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,9%. 


Titration von je 5ccm Ansatzlösung in 50 ccm 95 %igem 'Methylalkohol 
mit 0,5ccm Thymolphthalein. 


Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
85 ccm Hemmungslósung. 42,5 ccm Citratpuffer vom py = 1,3. 
15 „ 6%ige Caseinlósung. | 42,5 ,, Wasser. 
0,5 g Pepsin Brit. Pharm. 15 , 6%ige Caseinlósung. 


0,5g Pepsin Brit. Pharm. 


Du Zunahme Tage Zunahme | DH 


0,00 eem 0,2n KOH 
0,20 , Pi 


0,07 , = = 
0,10 „ a S | 0,26 „ 5 z 
0,20 „ 5 ER | 0,39 „ S 5 
OA, a, Mn 


3,00 0,24 „ 5 e ı 0,35 „ $ 


3,00 
Auch beim Pepsin ist wie beim Trypsin leicht eine totale Hemmung 


zu erzielen. Um festzustellen, ob die Vollständigkeit der Hemmung 


Substrat 


nur von dem Verhältnis — ——————— und nicht von der absoluten 
Hemmungskörper 
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Konzentration des Hemmungskörpers abhinge, waren eigentlich zwei 
Ansätze geplant: In dem einen wurde bei der gleichen Konzentration 
an Casein wie in Versuch 7 mit dem Hemmungskörper auf ungefähr 
das Dreifache heraufgegangen, in dem anderen bei gleichbleibender 
Konzentration an Hemmungskörper der Caseingehalt auf ein Drittel 
des Versuchs 7 herabgesetzt. Da in dem höher konzentrierten Hemmungs- 
ansatz die Titration infolge der Eigenfarbe von Pepsinhemmungskórpern 
unsicher war, folgt nur das Protokoll des verdünnten Ansatzes. Die 
Tatsache, daß bei gleichbleibendem Gehalt an Hemmungskörper nur 
durch Minderung der Substratkonzentration aus einer unvollständigen 
Hemmung eine vollständige wird (vgl. Versuche 7 und 8), genügt ja 
auch zur Feststellung der entscheidenden Bedeutung des Verhältnisses 
Substrat zu Hemmungskörper. 


Versuch 8. 
Hemmungslósung. Salzfreie Pepsinendlösung, inaktiviert, filtriert. 
Hemmungskörperkonzentration im Versuchsansatz 0,098 n. 
Caseinlösung. 5,4%ig, alkalisch. 
Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,3% ig. 
Puffer. m/3 Citratpuffer vom pg = 1,2. 
Titration wie in Versuch 7. pg beider Ansátze = 2,7. 


Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
11,11 com Hemmungslösung. 11,11 ccm destilliertes Wasser. 
5,55 ,, 5,4%ige Caseinlósung. 5,55 ,, 5,4% ige Caseinlósung. 
16,67 ,, m/3 Citratpuffer. 16,67 „ m/3 Citratpuffer. 
66,67 ,, destilliertes Wasser. 66,67 ,, destilliertes Wasser. 
0,172 g Pepsin. 0,172 g Pepsin. 
Zunahme Tage Zunahme 


Io 
005 , 1 1) p ai 
om, , |© 2 0,36 p n, , 
000, a n o 4 JoB, p, 


*) Da die Pepsinkonzentration im Versuch ebenfalls nur ein Drittel der sonst angewandten 
beträgt, sind die Werte der Zunahme mit 3 multipliziert, um einen besseren Vergleich mit den 
anderen Pepsinversuchen zu ermöglichen. 


Anders als die Spaltung durch Trypsin wurde dagegen die Pepsin- 
wirkung weder durch Aminosäure noch Dipeptidmengen beeinflußt, 
die der Pepsinendlösungsmenge von Versuch 8 äquivalent waren. 
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Hier also scheinen das einzig wirksame Prinzip höher molekulare Abbau- 
produkte zu bilden, anders als beim Trypsin (vgl. S. 420) und beim 
Erepsin?). 


con 0,2n MOA 
DN 


07 


Y 
a Tage 


Abb. 6. 


Hemmung der peptischen Hydrolyse des Caseins durch Aminosäure und Dipeptid. 
+ mit Alanin. O mit Leucylglycin. X Casein allein. 


Versuch 9. 
Hemmungskörper. Alanin und Leucylglycin. 0,86 g Alanin für a) bzw. 1,82 g 
Leucylglycin für b) = 9,88 Millimol. 
Hemmungskörperkonzentration in den Versuchsansätzen 0,0966 n. 
Caseinlösung. 5,4% ig, alkalisch. 
Caseinkonzentration in den Ansätzen 0,30% ig. 


Titration von je Beem Ansatzlösung in 50 ccm 96% igem Äthylalkohol 
mit 0,5 ccm Thymolphthalein. py der drei Ansätze = 2,8. 


a) Alaninansatz. c) Kontrollansatz. b) Dipeptidansatz. 
0,86 g Alanin in 11,11 ccm dest. Wasser. | 1,82 g Leucylglycin. 
11,11 eem NaO H-H, O. 5,55 ,, 5,4% ige 11,11 ccm NaO H-H,0. 

5,55 ,, 5,4% ige Caseinlösung. | 5,55 ,, 5,4%, ige 
Caseinlösung. | 16,67 ,, m/3 Citrat- Caseinlósung. 
16,67 „ m/3 Citrat- puffer vom | 16,67 ,, m/3 Citrat- 
puffer vom pu = 1,2. puffer vom 
PH = 1,2. 66,67 , dest. Wasser. pu = 1,2. 
66,67 ,, dest. Wasser. 0,172 g Pepsin. 66,67 ,, dest. Wasser. 
0,172 g Pepsin. 0,172 g Pepsin. 


Tage | Zunahme *) i Tage | Zunahme | Tage | Zunahme = 
O |0,00cem 0,2nKOH, 0 |0,00ccm0,2nKOH 0 
O SO no n 1 OU e 
2 036, 7 > 2 1085, , , . 2 


D Siebe Anmerkung zu Versuch 8. 


1) Euler und Josephson, 1. c. 


Proteasen und proteolytische Hemmungskörper. 425 


4. Über die Einstellung falscher Gleichgewichte in Verdauungsansätzen 
nach Waldschmidt-Leitz. 


In den beiden vorangegangenen Kapiteln war gezeigt, daß sowohl 
für Trypsin wie für Pepsin der Caseinabbau in einem falschen Gleich- 
gewicht zum Stillstand gebracht werden kann, auch wenn noch an- 
greifbares Substrat vorhanden ist. Es sollnun versucht werden, Anhalts- 
punkte darüber zu gewinnen, wieweit diese Möglichkeit eine Rolle 
spielt in Fermentansätzen, wie sie Waldschmidt- Leitz in seinen prinzipiell 
so bedeutungsvollen Versuchen verwandt hat. Das erscheint bei kom- 
plizierten Proteinen wie dem Casein wohl möglich angesichts der Tat- 
sache, daß dieser Autor auch durch das Zusammenwirken der drei 
tierischen proteolytischen Fermente Pepsin, Trypsin und Erepsin keine 
vollständige Hydrolyse des Proteins bis zu den Aminosäuren erzielen 
konnte. Es wurde also versucht, ob sich auf irgend eine Weise ein 
höherer Spaltungsgrad erzielen läßt, als ihn Waldschmidt-Leitz für seine 
Ansätze angibt. Da die Einstellung eines falschen Gleichgewichts 
im Grunde ja nichts anderes als eine sehr große, im Grenzfalle unendliche 
Verlangsamung des Spaltungsprozesses bedeutet, war der nächst- 
liegende Weg, zu prüfen, ob in Ansätzen, die nach Waldschmidt-Leitz 
stillstehen, bei sehr langer Ausdehnung der Versuchsdauer in Kom- 
bination mit einer Erhöhung des Fermentgehalts nicht doch noch 
weitere Zunahmen meßbar werden. 


Beim Trypsin waren auf diese Weise keine Resultate zu erzielen, 
selbst bei einer Ausdehnung des Versuchs auf 25 Tage gegen 9 Tage 
bei Waldschmidt-Leitz. Es ergab sich hier eine enzymatische Einzel- 
leistung von 4,2lccm 0,2n KOH gegenüber 4,35 ccm nach Wald- 
schmtdt-Leitz, berechnet für 0,3 g Casein. Es ist allerdings in diesem 
Versuch trotz häufiger Fermentzugabe nicht gelungen, über die Ferment- 
zugabe von Waldschmidt-Leitz hinauszukommen!). Am Schluß dieses 
Versuchs betrug die Enzymkonzentration 80 Teile pro 2500 ccm 
Ansatzgemisch, während Waldschmidt-Leitz und Simons in ihrem 
Ansatz bereits von Anfang an 80 Teile auf die halbe Gemischmenge 
zusetzten und vor Abbruch des Versuchs eine neue Fermentmenge 
anführen, deren Einheitenzahl nicht angegeben ist. Dabei ist zu berück- 
sichtigen, daß die angegebene Fermentkonzentration am Schluß viel- 
leicht nur eine Rechengröße darstellt, weil bei der langen Versuchsdauer 
das zu Anfang hineingegebene Trypsin bereits weitgehend zerstört 


1) Dies rührt daher, daß der Einheitsgehalt der Fermentstamm- 
lösungen erst nachträglich bestimmt wurde, da die T.-(e)-Bestimmung gegen 
Casein erst nach Abschluß der vorliegenden Trypsinversuche erschien. 
Willstätter und Mitarbeiter, vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, und 
zwar S. 206. 
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sein kann, wenn die späteren Zugaben erfolgen. Es wäre mit höheren 
Fermentkonzentrationen zu prüfen, ob es nicht doch möglich ist, über 
die Spaltung von Waldschmidt-Leitz hinauszukommen. 

Beim Pepsin dagegen kam dasselbe Fermentpräparat wie bei 
Waldschmidt-Leitz zur Anwendung, und es war infolgedessen möglich, 
außer der Versuchsdauer auch die Konzentration an Enzym weit über 
seinen Ansatz hinaus zu steigern. Damit mag es zusammenhängen, 
daß in vier Versuchen von 30 bis 44 Tagen Dauer (Abb. 7) bei einer 
schlieBlichen Fermentkonzentration von 0,020g Pepsin pro Kubik- 
zentimeter Ansatzlósung ein bedeutend niedrigeres Äquivalentgewicht 


UR ESTO 
AAA 
ARANA aa 
ses A AAA 
A A eE 

22 dE A AS 


JAY, 

A KE m ABSBERRESEREBENEREEE 
EE EE EE EE 

TELL 

i Abb. 7. Tage 


Carboxylzuwachs bei der peptischen Verdauung verschieden zusammengesetzter Caseinlösungen. 
Lösung A: 6°/,ige Caseinlösung in an Citratpuffer, zu gleichen Teilen eingerührt. 


2 H >» » » m/10 = » 


pe 


ea. 


Ce, i ` m/10 Bl E E Bl 
e D 6 e e e m/3 e ” e e e 


W zeigt die von Waldschmidt- Simons erhaltene Spaltung. 

Für Lösung B wurden die Hydrolysewerte mit 5 multipliziert eingetragen. Bei derselben 
Fermentkonzentration scheint verdünnte Caseinlösung im Anfang schneller gespalten zu werden. — 
Die Pufferkonzentration übt keinen deutlichen Einfluß auf die Spaltung aus. — Das pp der Ano 
sätze betrug etwa 2,7 und wurde durch Zugaben von n HCI konstant gehalten. 

Die Schwankungen des Kurvenanstiegs beruhen darauf, daß von Zeit zu Zeit wieder von 
neuem das optimale Py eingestellt und neues Ferment zugegeben wurde. 


der abgebauten Lösung erreicht wurde, als bei diesem Autor. Bei ihm 
errechnet sich aus einer Zunahme von 2,20 ccm 0,2n KOH ein Basen- 
äquivalent von 407. Die hier angestellten Versuche hingegen lassen 
aus einer Zunahme von 4,3 bis 4,8 ccm 0,2n KOH ein mittleres Basen- 
äquivalent der Endlösung von 246 bestimmen. (Als Äquivalent des 
unangegriffenen Caseins wurde nach Titrationen in sauren und 
alkalischen Lösungen (vgl. Tabellen S.436) der Wert von 1,5ccm 
0,2n KOH zugrunde gelegt.) 

Es fragt sich nun, ob mit dieser weitgehenden Spaltung sämtliche 
für das Pepsin angreifbaren Bindungen gelöst sind. Diese Frage ist nur 
einwandfrei zu entscheiden, wenn es gelingt, die in einer Endlösung 
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enthaltenen Hemmungskörper von den etwa außerdem- vorhandenen 
Substratresten zu trennen. Diese Substratreste müßten damit dem 
Fermentangriff wieder zugänglich gemacht werden. Wenn man auch 
über die chemische Natur der Hemmungskörper beim Pepsin gar nichts 
aussagen kann, so scheint es doch nicht unwahrscheinlich, daß sie unter 
den relativ niedrig molekularen Bestandteilen des Verdauungsgemischs 
zu suchen sind, während etwaige Substratreste auf einem höher mole- 
kularen Zustand stehengeblieben sein sollten. Es galt also, Fraktionen 
mit möglichst unterschiedlichem Molekulargewicht zu bilden. Hierzu 
war eine Methode anzuwenden, die gegen irreversible chemische 
Änderungen in den einzelnen Fraktionen möglichst weitgehende Sicher- 
heit bot. Es wurde daher außer rein physikalischen Maßnahmen, wie 
dem Zentrifugieren, die fraktionierte Aussalzung mit Ammonsulfat 
angewandt. 


Bei der Trypsin-Kinaseendlösung, die schon rein äußerlich eine 
klare, homogene Flüssigkeit bildet, gelang auch mit Ammonsulfat 
keine Bildung irgendwie quantitativ ins Gewicht fallender Einzel- 
fraktionen. | 


Beim Pepsin war dies anders. Hier bildet sich während der 
fermentativen Verdauung ein offenbar hochmolekularer, paracasein- 
ähnlicher Körper, der leicht abzentrifugierbar ist. 


Dieses Entstehen eines unlöslichen Körpers aus einer klaren Lösung 
durch hydrolytische Prozesse zeigt, daß auch bei Abbauvorgängen, die im 
ganzen sehr weit gehen, Spaltprodukte entstehen können, die weniger 
löslich sind als das Substrat. Es ist dies ein Hinweis darauf, daß die Zu- 
nahme «der Fällbarkeit während der Proteolyse durchaus keinen Beweis 
einer Synthese darstellt [vgl. dazu Plasteinbildung bei Oppenheimer, 1. c. 
S. 972, Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme (1926), S. 130; siehe ferner auch 
dazu Versuch 6, Anmerkung]. 


Zur Vereinfachung sei dieser paracaseinähnliche Körper nach 
Isolierung und Wiederaufnahme im gleichen Flüssigkeitsvolumen mit 
„Lösung A“ benannt. Seine Menge entspricht 4,66%, des zur Ver- 
dauung gelangten Caseins. Die verbleibende goldgelbe, klare Lösung, 
„Lösung B“, entsprach 93,8%, die Stammlósung nach Abzug des 
Pepsin-Stickstoffwertes 98,5 %,. Bei weiterer Aufteilung eines aliquoten 
Teiles der Lösung B fiel durch Ammonsulfathalbsättigung eine Fraktion 
entsprechend 3,33% des Caseins („Lösung C“), durch Ganzsättigung 
entsprechend 21%, (,Lösung D“) aus. Eine quantitative Wieder- 
gewinnung der in der Pepsinendlösung vorhandenen Proteinstoffe nach 
Ammonsulfatfällung scheint allerdings nicht möglich. 

Die N-Summe der Lösungen A, C, D und des bei Ammonsulfat- 


ganzsättigung gelöst bleibenden Restes bleibt nämlich nach Befreiung von 
Ammonsulfat (vgl. Methodischer Teil) um etwa 40% hinter dem N-Gehalt 
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des verdauten Caseins zurück. Es könnte dies darauf beruhen, daß bel 
der Abdestillation des NH, mit Hilfe von Ca(OH), durch Laugenhydrolyse 
(ph = etwa 12) aus den Proteinderivaten Ammoniak abgespalten wird. 
Besonders in der ganz mit Ammonsulfat gesättigten Restlösung können 
auch Abbausubstanzen in der außerordentlich großen, bei der Ammon- 
sulfatentfernung entstehenden Gipsmenge zurückbleiben. 


Aus diesem Grunde sollen die Äquivalentgewichte nur für die 
Fraktion A, die ohne Ammonsulfat als Fällung abzentrifugierbar ist, 
sowie für die Lösung B angegeben werden?): 


Basenáquivalent der Stammlösung . . . . . 234 
Ss ”» Lösung A ....... 925 
vg » We lt A ee 1 > 


Bei der Weiterverdauung zeigt sich nun, daß in allen vier Fraktionen 
geringfügige Zunahmen auftreten. Eine Aufteilung der Endlösung in 
Substrat und Hemmungskörperfraktionen ist also nicht geglückt. 
Zwar zeigt die hochmolekulare Paracaseinfraktion pro Gramm Substanz 
den größten Spaltungszuwachs, aber auch dieser Zuwachs ist absolut 
wie prozentual (Abnahme des Äquivalentgewichts von 925 auf 714) 
nicht nennenswert. Dazu kommt folgendes: Auch in der Pepsin- 
endlösung, aus der diese Einzelfraktionen gewonnen waren, war der 
Spaltungsprozeß nicht ganz zum Stillstand gekommen. Ein — als 
Kontrolle — nicht aufgeteilter Rest der ursprünglichen Endlösung 
zeigte während derselben Zeit eine Zunahme von ähnlicher Größen- 
ordnung, wie die vier Einzelfraktionen zusammen. Wird dagegen die 
kolloidale Substanz und deren Restlösung unter Verzicht auf eine weitere 
Unterteilung mit Hilfe von Ammonsulfat getrennt verdaut, so deckt 
sich die Summe der Teilzunahmen mit der der unveränderten Stamm- 
lösung sogar recht weitgehend. 


Zunahmen in Kubikzentimetern 0,2n KOH. 


Lösung A Lösung C Lösung D | Stammlösung | Lösung A : Lösung B 
ug oo 1 on | oma |! wg © omg 
0,073 ou | 0.113 


Der Zuwachs bezieht sich auf 0,3 g Caseinabbauprodukt der verschiedenen Lósungen. 


Aus der Tatsache, daß die Einzelfraktionen — besonders auch die 
hochkolloidale Substanz — nicht nennenswert zu spalten sind, wäre 


1) Es sei erwähnt, daß von den Ammonsulfatfraktionen der bei Ganz- 
sáttigung ausfallende Anteil ein hóheres Aquivalentgewicht ergab als der 
Teil, der bei Halbsáttigung ausfiel. (Vgl. die Arbeiten von Pfeiffer und 
Wittka, Chem. Ber. 48, 1041, 1915.) 
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zu folgern: entweder eine schon so weit abgebaute Pepsinendlösung 
enthält keine nennenswerten Substratreste mehr; dann würde der 
Spaltungsstillstand bei einem mittleren Äquivalentgewicht von 246 
nicht durch ein falsches Gleichgewicht, sondern durch Erschöpfung 
des Pepsinsubstrats bedingt sein. In diesem Falle gestattet dieser 
Stillstand nach einer allerdings viel weitergehenden Spaltung, als sie 
Waldschmidt- Leitz gefunden hat, einen Rückschluß auf die Zahl der 
Pepsin-angreifbaren Bindungen im Caseinmolekül. Es besteht aber 
andererseits die Möglichkeit, daß selbst in der kolloidalen Fraktion A 
neben Substratresten auch Hemmungskörper, also hochmolekulare 
Hemmungskörper enthalten sind. Dies ist prinzipiell nicht uninter- 
essant. Wenn die Fraktion A nämlich überhaupt keine spaltbaren 
Bindungen mehr enthält, so muß sie ganz, im anderen Falle mindestens 
in ihrem Anteil an Hemmungskörpern — trotz ihres hohen Äquivalent- 
gewichts — aus pepsinresistenten Produkten bestehen. Da anderer- 
seits das gut gesicherte mittlere Äquivalentgewicht der Lösung B nur 
226 beträgt!), so muß Pepsin das Casein in äußerst ungleiche Bruch- 
stücke spalten. 


Daß bei der Trypsinendlösung trotz des höheren mittleren Äquivalent- 
gewichts solche hochmolekularen Körper nicht isoliert werden Konnten, 
beweist übrigens nicht, daß dort die Verhältnisse anders liegen. Es kann 
sich da einfach um andere Fällungsbedingungen infolge der alkalischen 
Reaktion handeln. (pg der Pepsinendlösung etwa 3, der Trypsinendlösung 
etwa 8.) 


Anhang. Über die Äquivalenz in der Entstehung von Amino- und Carboxyl- 
gruppen bei der Pepsinverdauung. 


Auch in dieser Arbeit wurden während des ganzen Verlaufs der 
Untersuchungen nebeneinander die gasometrische Methode von 
van Slyke und das Titrationsverfahren von Willstätter benutzt. Es 
soll daher mitgeteilt werden, zumal über diese Frage gegensätzliche 
Ergebnisse von Steudel?) und Waldschmidt-Leitz vorliegen, daß sich 
dabei fast völlige Äquivalenz im Auftreten von NH,- und COOH- 
Gruppen unter Pepsineinwirkung ergab). Beide Verfahren kamen 
nach der im methodischen Teile angegebenen Art zur Anwendung. 


COOH 5,83 

Das von Steudel ermittelte Verhältnis des Zuwachses von Ne 
2 

1) Felix hat — allerdings bei der Thymushistonverdauung — unter 


den Pepsinendprodukten eine Aminosäure Lysin und eine Dipeptidfraktion 
isoliert. (Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 94, 1922.) 

2) Steudel, H. I. Ellinghaus und A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
154, 21, 1926; 154, 198, 1926; 166, 84, 1927. 

3) Vgl. auch K. Felix und A. Hartenek, ebendaselbst 165, 103, 1927. 
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für die peptische Hydrolyse des Caseins ließ sich nicht bestätigen. Die 
Protokolle zeigen ein nur geringes Zurückbleiben der Aminostickstoff- 
werte bei guter Proportionalität. Abb. 8 mag zur Orientierung über 
die erhobenen Befunde dienen. 
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Abb. 8. 
Vergleich des COOH» und NH Zuegchseg bei einer 3%/pigen (1) und einer 0,60/,igen (2) ges 


COOH 
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beträgt CR für die 0,60/,ige € Kurve 3 zeigt gute Übereinstimmung bei einer 30/,igen Lösung 


pufferten Pepsin-Caseinverdauungslösung. Das Verhältnis vom 


auch nach 24: und 48stündiger Spaltungsdauer. Bezüglich der Schwankungen im Anstieg des 
Kurvenpaares 1 vgl. Protokoll 10. 


Zusammenfassung. 


l. Spaltungsversuche sagen über Zahl und Art der Bindungen, die 
durch ein bestimmtes Enzym auflösbar sind, nur unter bestimmten 
Bedingungen etwas aus. Die Spaltung darf durch Anhäufung der 
Spaltprodukte nicht vorzeitig in einem wahren oder falschen Gleich- 
gewicht zum Stillstand kommen. Angesichts der Versuche, durch 
enzymatische Proteolyse die Bindungsverhältnisse im Eiweißmolekül 
zu klären, ist also der bisher nur ganz unzulänglich bekannte Einfluß 
von Spaltprodukten auf die enzymatische Proteolyse festzustellen. Das 
hauptsächliche Interesse hierbei beansprucht die Verdauung durch 
Pepsin und Trypsin—Kinase. 

2. Northropsche Hemmungskörper (Inhibitors) verlangsamen den 
Umsatz von Gelatine durch Pankreatin— Rhenania in dem von diesem 
Autor angegebenen Umfang. 

3. 2,4% ige Caseinlósungen, die mit Trypsin— Kinase nach Wald- 
schmtdt-Leitz bis zum Stillstand verdaut sind, hemmen die Proteolyse 


einer neu hinzugegebenen gleichen Gewichtsmenge an Casein be- 
trächtlich. 


4. Dieselbe Hemmungslósung (aber salzfrei) in etwa dreifacher 
Konzentration wie das Casein unterdrückt die Spaltung desselben 
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vollständig. Also ist diese Spaltung nicht nur in ihren späteren, sondern 
auch in ihren Anfangsstadien durch derartige Hemmungskörper zu 
beeinflussen. 

5. Die drei Dipeptide Glycylglycin, Leucylglycin, Alanylglycin 
hemmen ebenfalls den Caseinumsatz durch Trypsin—Kinase sehr 
stark. Es scheint dies also eine allgemeine Eigenschaft der Dipeptide 
zu sein. 


6. Die Aminosäure Alanin, das Dipeptid Glycylglycin und die 
durch Caseinverdauung hergestellte Hemmungslösung verlangsamen 
bzw. unterdrücken die Spaltung durch Trypsin—Kinase in dieser 
Reihenfolge in zunehmendem Maße, wenn sie in gleicher Normal- 
konzentration zugesetzt werden. Also enthält eine durch Verdauung 
entstandene Hemmungslösung Hemmungskörper von höherer Wirksam- 
keit, bezogen auf ihre Normalität, als es die angeführten chemisch 
bekannten Substanzen sind. 


7. Es handelt sich bei diesen Hemmungen (3 bis 6) um echte 
Hemmungen bzw. falsche Gleichgewichte, nicht um wahre Gleich- 
gewichte. 


8. Mit Pepsin—Brit. Pharm. 1914 bis zum Spaltungsstillstand ver- 
daute Caseinlósung in 2,55% iger Konzentration (im Ansatz) hemmt 
die Hydrolyse 0,9% igen Caseins beträchtlich. Ungefähr dieselbe 
Konzentration dieses Hemmungskörpers unterdrückt die Spaltung 
in einer nur 0,3% igen Caseinlösung völlig. Es scheint also für die 
Hemmungswirkung nicht die absolute Konzentration an Hemmungs- 


Substrat 
körpern, sondern das Verhältnis ——— entscheidend zu sein. 
Hemmungskörper 


9. In derselben Normalität, in der durch die Pepsinendlösung 
(Caseinabbauprodukte) die Spaltung völlig unterdrückt wird, wird 
sie durch die Aminosäure Alanin und das Dipeptid Leucylglycin über- 
haupt nicht beeinflußt. Für die Pepsinspaltung scheinen also nur 
kompliziertere Hemmungskörper in Frage zu kommen. 


10. Die Caseinspaltung in Pepsinverdauungsansätzen nach Wald- 
schmidt- Leitz ist durch Verlängerung der Versuchsdauer und Vermehrung 
des Fermentgehalts auf etwa das Doppelte zu steigern. 


11. Versuche, in einer Pepsinendlösung etwaige unangegriffene 
Substratreste von den zu Ende abgebauten Hemmungskörpern zu 
trennen, ergeben: selbst eine hochmolekulare kolloidale Fraktion mit 
dem mittleren Basenäquivalent von 925 ist durch Pepsin nicht mehr 
wesentlich hydrolysierbar (Basenäquivalent am Schluß 714). Es zeigt 
dies, daß bei der Pepsinverdauung recht hochmolekulare Bruchstücke 
unangreifbar zurückbleiben. 
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12. Die Verfolgung der Abbauvorgánge nach den Methoden von 
van Slyke und Willstätter nebeneinander ergibt für den ganzen Casein- 
abbau (während 6 Wochen) eine fast vollständige Äquivalenz in Frei- 
setzung von Carboxyl- und Aminogruppen. 


Methodischer Teil. 


1. Fermente und Fermentreinigung. 


Trypsin. Zur Trypsin- und Enterokinasegewinnung wurden Pankreas- 
drüsen und Darmschleimhäute von Schweinen verarbeitet. Die Organe 
waren eine halbe Stunde nach dem Töten der Tiere entnommen worden. 
Die Aceton-Ätherbehandlung und weitere Verarbeitung des Glycerin- 
auszugs geschah genau nach den von Willstätter!) gegebenen Richtlinien. 
Ebenso war das Aluminiumhydroxyd Sorte Cy genau nach den Vorschriften 
dieses Autors und seiner Mitarbeiter?) hergestellt und geprüft worden. 
Trotz der — infolge von Zeitmangel — nicht zu erreichenden hohen Alters- 
stufe genügte es hinsichtlich der Reinigung den gestellten Anforderungen. 
Die Bestimmung der Trypsineinheiten geschah seit Erscheinen der Arbeit 
von Willstätter und Mitarbeitern (s. oben) gegen Casein. 

Pepsin. Es wurde für sämtliche Ansätze anstatt des — nach anfänglich 
erhobenen Befunden — bedeutend schwächer wirkenden deutschen Pepsins 
des D. A. B. 5 das Präparat der Pharmakopoea Britannica von 1914 benutzt 
(bezogen durch die Handelsgesellschaft deutscher Apotheker, Berlin). 
Eine Reinigung wurde nicht versucht (vgl. Koichi Kikawa, The journal of 
biochemistry 6, Nr. 3, 275, 1926.) 


2. Präparate. 


Zu den Vorversuchen wurde beste Handelsgelatine gebraucht, bei 
allen folgenden diente Casein (Hammarsten) von der Firma Kahlbaum als 
Substrat. Sämtliche zur Verwendung gekommenen Dipeptide waren nach 
den Angaben Emil Fischers dargestellt und auf ihre Reinheit geprüft worden 
durch Bestimmung ihres Schmelzpunkts, ihres Gesamt-N nach Kjeldahl, 
ihres Amino-N nach van Slyke und ihrer COOH-Gruppen nach Willstätter. 


3. Herstellung der Versuchsansátze. 


Sie geht im allgemeinen aus den Protokollen hervor. Dagegen ist es 
im Gegensatz zu alkalischen Lösungen bei sauren Ansätzen, besonders 
solchen mit höherer Hemmungskörper-Konzentration nicht ganz einfach, 
eine vollkommen klare Lösung zu erzielen. Es ist notwendig, daß das Casein 
bei der Mischung der alkalischen Stammlósung und des sauren Puffers sehr 
schnell über seine isoelektrische Zone hinwegkommt. Denn in dieser trübt 
es sich, ohne sich nachher in dem sauren Ansatz wieder ganz zu lösen. Die 
alkalische Casoinlósung muß also aus einer Pipettenöffnung unter stetem 
Umrühren in die Pufferlösung einfließen. Die Pipettenspitze taucht dabei 
in die Caseinlösung ein, so daß sich jeder Tropfen sofort auf die gesamte 
Pufferlösung verteilt. Da sich das bei den viskösen Hemmungslösungen 
selbst mit diesem Verfahren nicht erzielen läßt, so wurde hier zunächst 


1) R. Willstätter und E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 132, und zwar S. 150. 
2) R. Willstätter, H. Kraut und O. Erbacher, Chem. Ber. 58, 2459, 1925. 
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die Caseinlösung klar in eine saure Pufferlösung eingerührt und dann dieses 
saure Gemisch mit der sauren Hemmungslösung vereinigt. Es gelang so, 
auch Ansätze mit Hemmungskörpern völlig klar herzustellen. 


4. Bestimmungsmethoden. 


Titration. Zu den Titrationen wurden aus Gründen der Sparsamkeit 
meist 5cem Ansatzlósung in 50ccm 96%igem Athylalkohol unter Ver- 
wendung von 0,5 ccm 0,5% igem Thymolphthalein als Indikator gebraucht. 
(Die Titration wurde bei Tageslicht oder sehr starkem weißen Lampenlicht 
ausgeführt.) Die Konzentration an Alkohol bei der Titration beträgt dann 
allerdings nur 87% gegen 90% Alkoholgehalt von Waldschmidt-Leitz. 
Doch sind Titrationen in 88 %,igem Alkohol auch von diesem Autor ohne 
Bedenken ausgeführt worden!). Die Titration der Trypsin-Kinaseansätze 
erfolgte nach der von Willstätter und Persil?) angegebenen verbesserten 
Titrationsmethode. Dagegen genügt dieses Verfahren selbst für das gut 
titrierbare Casein nicht, wenn es sich um einen sauren Ansatz (Pepsin- 
verdauung) handelt. Selbst die von der Willstätterschule®) vorgeschlagene 
fraktionierte Titration mit alkoholischer Lauge ergibt für eine 3°,ige 
Caseinlösung zu niedrige Werte (vgl. Tabelle S. 436). Dies ist aber gerade 
die Konzentration, die in den Verdauungsversuchen meist angewandt wird. 
Dies beruht darauf, daß Lösungen von höherem Caseingehalt bei dem 
Zusatz alkoholischer Lauge irreversibel flocken. Hierdurch werden Carboxyl- 
gruppen der momentanen Reaktion mit der Lauge entzogen*). Auch die 
Hemmungskörper neigen dazu, in klebriger Form nicht glatt reversibel 
auszufallen. Dagegen ergibt die fraktionierte Titration nach dem Willstälter- 
schen Prinzip aber mit wässeriger Lauge auch bei saurer Ausgangslösung 
ein sehr genaues Resultat (vgl. Tabelle S. 436). Es wurde also mit wässeriger 
Lauge bis zu deutlich alkalischer Reaktion titriert (meist wurde der zu 
erwartende Laugenverbrauch in einer Vortitration ungefähr ermittelt), 
dann der Alkohol zugegeben und bis zum schwachblauen Umschlag zu Ende 
titriert. 

Aminostickstoffbestimmung. 


Zur Analyse nach van Slyke dienten zwei gegeneinander geeichte und 
von demselben Motor betriebene Mikroapparate. Die Schütteldauer betrug 
genau 10 Minuten. Zu langes Schütteln schadet wegen unvermeidlicher 
kleiner Undichtigkeiten der Apparatur. 


1) R. Willstátter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dunaiturria und G. Künstner, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, und zwar 197. 

2) R. Willstátter und H. Persil, ebendaselbst 141, 245. 

3) R. Willstätter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dunaiturria u.@. Kúnstner, l.c. 

4) Die Titration muß aber bekanntlich sehr schnell beendet werden, 
da sich sonst die titrierte Lösung über den Umschlagspunkt des Thymol- 
phthaleins zurücksäuert. Dies dürfte allerdings weniger auf einer Alkali- 
hydrolyse des titrierten Eiweißes beruhen, wie Waldschmidt-Leitz annimmt, 
als auf einer CO,-Aufnahme aus der Luft. Beim Myogen zeigt nämlich 
die in wenigen Sekunden ausgeführte Willstättertitration ein um nur etwa 
20% höheres Äquivalentgewicht, als die stundenlang währende Elektro- 
titration. Es scheint also, daß die Alkalihydrolyse nicht so sekundenschnell 
abläuft, daß sie bei einer Willstättertitration praktisch in Frage käme. 
Vgl. H. H. Weber, Das Verhalten der Muskeleiweißkörper III. Erscheint 
demnächst in dieser Zeitschr. 
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Kjeldahlbestimmung. 


Die Bestimmungen wurden mit der Mikromethode in zwei verschiedenen 
Verdünnungen mit je einer Kontrolle ausgeführt. Die Fehlergrenze betrug 
+ 0,7%. 

pu-Bestimmung. 


Sie erfolgte bei Gegenwart von freiem NH, kolorimetrisch nach 
Michaelis, sonst stets elektrometrisch. 


ð. Fraktionierung. 


Das von van Slyke zur Entfernung kleiner Ammoniakmengen für die 
nachfolgende Bestimmung des Amino-N angegebene Verfahren wurde für 
die vorliegenden Zwecke umzugestalten versucht. Die Niederschläge, die 
aus den halb und ganz mit Ammonsulfat gesättigten Abbaulösungen durch 
Zentrifugieren gewonnen worden waren, müssen zur Weiterverdauung vom 
Ammonsulfat befreit werden, da dieses sowohl die NH,-Gruppenbestimmung 
wie auch die titrimetrische Feststellung der Eigenacidität vereitelt. Die 
Volumina der Niederschläge wurden gemessen und je nach der Fraktion 
als ein halb- oder ganz mit Ammonsulfat gesättigtes Volumen angesehen. 
Es wurde dann berechnet, wieviel Ca(OH), dieser angenommenen Ammon- 
sulfatmenge äquivalent ist, dann etwas mehr Ca(OH),, als die Berechnung 
vorschreibt, hinzugefügt. Die Destillationsdauer im Vakuum bei 40° betrug 
3, Stunden. Das Schäumen ließ sich durch Zusatz von wenigen Tropfen 
Amylalkohol verhindern. Am Schluß wurde geprüft, ob auch nach Ab- 
destillation des Ammoniaks die alkalische Reaktion erhalten war. Dann 
wurde mit Schwefelsäure bis zur ganz schwach sauren Reaktion über- 
neutralisiert und der Gipsniederschlag abzentrifugiert. Um nach Möglichkeit 
die Abbauprodukte in ihre Chloride zu verwandeln und sie in Lösung zu 
bringen, wurde der Ansatz auf n/100 HCl gebracht. Mit n/100 Salzsäure- 
lösung erfolgte auch das Auswaschen des CaSO,-Niederschlags, die 
Waschwässer wurden mit der ursprünglichen Lösung vereinigt und auf ein 
bestimmtes Volumen aufgefüllt. 


6. Kontrollen, Leerwerte, Äquivalentgewichtsberechnung. 


Selbstverständlich wurden Parallelversuche zur Ausschaltung von 
Fehlerquellen angesetzt. So wurde die Hydrolyse des Caseins durch die 
Putfer in vierwöchentlichen Versuchen ausgeschlossen. Ebenso zeigt das 
Pepsinpräparat selbst in konzentrierter Lösung keine Carboxylzunahme 
durch Selbstverdauung. Die überstehende Toluolschicht übte keinen nach- 
weislichen Einfluß auf die Spaltung aus. 

An Leerwerten ergab sich für lg Pepsin bei der Titration ein Betrag 
von 12 cem 0,2n KOH und ein Kjeldahlwert von 94,5 mg N. Infolgedessen 
erhöht sich im Versuch nach jeder neuen Fermentzugabe der Laugenwert 
für 10 ccm Versuchslósung um 0.53cem 0,2n KOH und um 4,7 mg N. 
Bei der Fraktionierung geht das Pepsin nicht bzw. nur in ganz zu vernach- 
lässigender Menge bei den angewandten Versuchsbedingungen (pa beim 
Abzentrifugieren 2,8) in die kolloidale Fraktion A über. Der Anteil des 
Pepsins an den einzelnen mit Ammonsulfat getrennten Substanzgruppen 
wurde nicht festgestellt, da, wie oben erwähnt (s. S. 428), die Ammonsulfat- 
fraktionierung sowieso keine einwandfreie Aufarbeitung bedeutet. Bei 
der einfachen Aufarbeitung der Pepsinendlösung in die kolloidale Fraktion A 
und die Restlösung B befindet sich also das gesamte Pepsin in der Lösung B. 
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Die Alkoholleerwerte betrugen für 50ccm 96%,igen Athylalkohol 
0,07 com 0,2n alkoholischer KOH. 


Áquivalentyewichtsermitilung. Das Aquivalentgewicht des Caseins 
und seiner Abbauprodukte berechnet sich in üblicher Weise aus der Zahl 
seiner Carboxylgruppen pro Gewichtseinheit, d. h. aus seiner Eigenaciditát. 
Die Eigenacidität ergibt sich als Differenz der gesamten bei der Titration 
verbrauchten Lauge und des Laugenwertes für zugesetzten Elektrolyten 
(-Puffer), Alkohol und Pepsin. Das nach Waldschmidt-Leitz gereinigte 
System Trypsin—Kinase zeigt keinen Leerwert. In dem ursprünglichen 
Verdauungsansatz sind die Größen ohne weiteres zu ermitteln. Wurden 
diese in Kontrolltitrationen ermittelten Leerwerte von dem Gesamtlaugen- 
verbrauch der Caseinlösung abgezogen, so ergab sich für 0,3 g unverändertes 
Casein entsprechend 10 ccm Ansatzlösung, ein Wert von 1,5ccem 0,2n 
KOH (vgl. auch Tabellen S. 436), und somit ein Äquivalentgewicht von 
1000. Es steht dieser Wert im Gegensatz zu weit höheren Zahlen der älteren 
Literatur!), aber in befriedigender Übereinstimmung mit dem von O. Sackur 
und E. Laqueur?) ermittelten Werte von 1135. Das Casein darf also als rein 
betrachtet werden. Schwieriger ist es, den durch Elektrolytgehalt be- 
dingten Leerwert der Einzelfraktionen nach erfolgter Fraktionierung fest- 
zustellen. Es schien darum zweckmäßig, diese Einzelfraktionen von 
puffernden Fremdelektrolyten möglichst zu befreien. Bei den Ammonsulfat- 
fällungen sollte dieses durch das Auswaschen der Niederschläge mit Ammon- 
sulfatlósung und durch die geschilderte Beseitigung des Ammonsulfats 
mit Ca(OH), und des überschüssigen Ca(OH), durch Überneutralisierung 
mit H,SO,, also einer starken Säure bis zur schwach sauren, das ist ungefähr 
isoelektrischen Reaktion weitgehend erreicht sein. Es verbleibt also nur 
ein unbekannter Teil des Pepsinleerwertes. Bei der hochmolekularen 
Fraktion A, in die ja, wie erwähnt, kein Pepsin übergeht, wurde so vor- 
gegangen: Der abzentrifugierte Niederschlag wurde durch Waschen mit 
Standardacetat auf pg = 4,6 gebracht, um durch diese annähernd iso- 
elektrische Reaktion die Bindung von Säure an die abzentrifugierbaren 
Eiweißabbauprodukte aufzuheben. Das Standardacetat sowie die frei 
gewordene Säure wurde dann durch häufiges Waschen (bis zu fünfmal) mit 
destilliertem Wasser auf der Zentrifuge beseitigt; hierbei stellte sich ein 
pu von 4,7 ein. Von dem so gereinigten Niederschlag wurde angenommen, 
daß er keinen Leerwert besitzt, d. h. daß sein gesamtes Laugenbindungs- 
vermögen durch seine Eigenacidität hervorgerufen ist. Dieser Niederschlag 
wurde zur Titration dann im Citratpuffer suspendiert und als Leerwert nur 
der zugesetzte Pufferwert abgezogen. Ein etwaiger Fehler in dieser Annahme 
würde das Laugenbindungsvermógen dieser Fraktion zu hoch — d. h. das 
Aquivalentgewicht zu niedrig — erscheinen lassen. Da dies Basenáquivalent 
ohnehin nicht viel niedriger erscheint als das des genuinen Caseins, ist 
ein solcher Fehler nicht anzunehmen. Die Eigenaciditát von Lösung B kann 
ohne wesentlichen Fehler so berechnet werden, als wenn durch Abtrennung 
des äußerst geringfügigen Volumens der kolloidalen Masse (Fraktion A) 
an ihren Pufferwerten nichts geändert wäre. Es wurden also dort genau 
dieselben Leerwerte abgezogen wie in dem ursprünglichen Caseinverdauungs- 
ansatz. 


1) Vgl. O. Kestner, Chemie der Eiweißkörper 1925, S. 305. 
2) E. Laqueur und O. Sackur, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 
193, 1903. 
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Beobachtungen 
über die Folgen der intraperitonealen Zufuhr von Phenylalanin 
und Tyrosin beim Kaninchen mit entnervten Nieren. 


Von 


Noel F. Shambough 
Medical Fellow National Research Council, Ann Arbor, Michigan 


und 


George M. Curtis. 
Department of Surgery, University of Chicago!). 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.] 
(Eingegangen am 10. Juni 1927.) 


In einer früheren gemeinschaftlichen Arbeit (dieselbe erschien in 
dem Festband für A. Loewy) hatten wir in Anschluß an frühere Arbeiten 
aus dem Berner physiologischen Institut den Erfolg der früher als 
Ablenkung bezeichneten Methode auf die Wirkungsweise der sogenannten 
spezifischen Diuretica bei Kaninchen mit vollständig entnervten 
Nieren geprüft. Wir benutzten eines der besten Versuchstiere, in der 
genannten Arbeit als Kaninchen A bezeichnet, um die Reaktion auf 
intraperitoneale Zufuhr von Phenylalanin und Tyrosin nach voll- 
ständiger Entnervung der Nieren zu vergleichen. 

Die von uns benutzten experimentellen Methoden in der Be- 
handlung des Tieres waren die gleichen wie in der zuerst genannten 
Arbeit mit dem einzigen Unterschied, daß eine halbstündige Kontroll- 
periode und darauf folgend sechs halbstündige experimentelle Perioden 
innegehalten wurden. 

Auch die chemischen und physiko-chemischen Methoden sind die 
gleichen wie in der früheren Arbeit. 

Der Verlauf des Versuchs mit Phenylalanin zeigt nichts Besonderes. 
Während des ganzen Versuchs war das Tier ruhig und wurde in einem 
ausgezeichneten Zustande vom Brett losgebunden. Es sei ausdrücklich 
hervorgehoben, daß das Kaninchen vor der Injektion mit Tyrosin sich 


1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe einer Unterstützung von der Douglas 
Smith Foundation for Medical Research of the University of Chicago aus- 
geführt. 
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in einem ausgezeichneten Zustande befand. Nach der Injektion von 
Tyrosin wurde die Beobachtung gemacht, daß das Tier 3 Stunden 
darauf schwächer wurde. Nach einigen Stunden starb das Tier. Bei 
der sofort nach dem Tode ausgeführten Autopsie wurde gefunden, daß 
mit Ausnahme von 5 bis 6 ccm, die gesamte 100 ccm betragende intra- 
peritoneale Injektionsflüssigkeit resorbiert worden war. 

Die mikroskopische Untersuchung verdanken wir der großen Güte 
von Herrn Professor Wegelin. Derselbe konstatierte größere nekrotische 
Herde in der Leber, im übrigen wurde kein pathologischer Befund 
erhoben, insbesondere wurde festgestellt, daß die Nieren ein vollständig 
normales Verhalten zeigten. 

Der letztgenannte Befund sei zuerst besprochen. Er beweist, daß 
die Nieren trotz der immerhin sehr eingreifenden Manipulation der 
vollständigen Eintnervung, selbst nach vielen Wochen, keinerlei 
Schädigung für die Nieren im Gefolge zu haben braucht. Dies ist für 
die Deutung der Befunde unserer früheren Arbeit wie auch anderer 
Arbeiten des Berner physiologischen Instituts nicht unwesentlich, 
denn manche Tatsachen der Art und Weise der Harnabsonderung nach 
vollständiger Entnervung könnten als Folgen eines pathologischen 
Prozesses und nicht als Folgen des fehlenden nervösen Einflusses an- 
gesehen werden, wenn nicht der Beweis geliefert werden könnte, daß 
in solchen Nieren pathologische Prozesse morphologischer Natur nicht 
vorhanden sind. 

Für die vorstehende Untersuchung des einen von uns (Noel F. Sham- 
bough) ist der Befund wichtig, daß in der Leber nekrotische Herde ge- 
funden wurden. Den gleichen Befund hatte Prof. Wegelin erhoben, 
als er die Niere des Tieres untersuchte, welches mehrfach intraperitoneale 
Injektionen von Tyrosin erhalten hatte. Aus diesem Doppelbefund 
darf wohl geschlossen werden, daß Tyrosin in schwerer Weise die Leber 
schädigt, und daß diese Leberschädigung die primäre Ursache für die 
schweren Störungen nach Tyrosininjektion sei. Erst sekundär kommt 
es zu Schädigungen der Niere. 

Die Ergebnisse unserer Versuche legen wir in der nachfolgenden 
Tabelle in Versuch 1 (Phenylalanininjektion) und Versuch 2 (Thyrosin- 
Injektion) vor. 

In allen Versuchen wurden die zugeführten Lösungen in solchen 
molekularen Konzentrationen gegeben, daß die Diurese unter dem 
Einfluß von Euphvllin hätte eintreten müssen. 

Bei den normalen Kaninchen, die in der früheren Arbeit benutzt 
wurden, war die Diurese trotz Euphyllininjektion nicht besonders 
groß. Aber in der ersten und letzten Versuchsperiode konnte ein Unter- 
schied von 100%, zwischen den Phenylalanin- und Tyrosinversuchen 
beobachtet werden. 
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In den vorliegenden Versuchen handelt es sich um ein Tier, in 
welchem wegen der vollständigen Entnervung der Nieren schon in der 
normalen Kontrollperiode die Harnabsonderung eine große war. In 
dem ersten Versuch, welcher der Phenylalanininjektion vorausging. 
betrug die halbstündige Harnmenge 8,8ccm. Sie stieg sofort nach 
den doppelten Injektionen von Phenylalanin und Euphyllin auf 
24,8 ccm, um in der zweiten halben Stunde auf 39 ccm zu steigen, und 
- belief sich noch in der siebenten halben Stunde auf 17 ccm. In dem 
zweiten Versuch war die Harnmenge in der normalen Kontrollperiode 
sogar 2l ccm, also viel größer als in dem voraufgehenden Versuch. 
Um so beachtenswerter ist dasjenige, was folgt. Denn man sieht, daß 
sofort nach der Injektion von Tyrosin und Euphyllin ein tiefer Sturz 
der Diurese eintritt und daß die Harnabsonderung während des ganzen 
Versuchs auf einer äußerst niedrigen Stufe verharrt. Es kann hier 
nicht der geringste Zweifel hierüber bestehen, daß die Hemmung von 
dem Tyrosin ausgeht. In der früheren Arbeit hatte der eine von uns 
. darauf hingewiesen, daß der Alkalizusatz, dessen man zur Auflösung 
der Aminosäuren benötigt, ein gewisses hemmendes Moment enthält. 
Nun ist aber in unserem ersten Versuch der gleiche Alkalizusatz wie 
im zweiten. Der Versuch mit Phenylalanin verläuft aber bei dem total 
entnervten Kaninchen genau so wie ein solcher, den wir als eine normale 
Purindiurese ansprechen. Es scheidet daher die Alkalinität als Ursache 
der Hemmung im Tyrosinversuch aus. 

Die genauere chemische und physikalisch-chemische Untersuchung 
der Diurese nach Phenylalanin, die dank der großen Harnmengen bei 
dem entnervten Tiere ausgeführt werden konnten, zeigt in allen Einzel- 
heiten den Verlauf einer Purindiurese, wie sie in den früheren Arbeiten 
aus dem Berner physiologischen Institut beschrieben worden ist. Neu 
hinzugekommen ist der Verfolg der Aminostickstoffausscheidung ım 
Harn. Uberblickt man die Ausscheidung des Aminostickstoffs in den 
einzelnen Perioden, so ergibt sich, daß dieselbe nicht eine bloße Funktion 
der ausgeschiedenen Harnmengen ist. Das Bemerkenswerte ist aber 
die sehr viel größere Aminostickstoffausscheidung im Phenylalanin- 
versuch als diejenige im entsprechenden Tyrosinversuch. Es handelt 
sich nicht etwa um eine Zurückhaltung im Blute, denn dafür geben 
die Blutanalysen keinen Anhaltspunkt, vielmehr ist, wie ich schon in 
meiner vorhergehenden Arbeit als Vermutung äußerte, daran zu denken. 
daß ein vorbereitender Akt in dem Prozeß der Verarbeitung der Amino- 
säuren unter dem Finfluß von Tyrosin gelitten hat. 

Die vergleichende Untersuchung, deren Ergebnisse hier mitgeteilt 
wurden, haben einen neuen Beitrag für den tiefen Unterschied in der 
Wirkungsweise von Phenvlalanin und Tyrosin auf die Diurese erbracht, 
insbesondere auch die Auffassung gestützt, daß Tyrosin einen toxischen 
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Einfluß ausübt. Der morphologische Befund und der Verlust zweier 
Tiere selbst im akuten Versuch läßt kaum eine andere Deutung zu. 


Zusammenfassung. 


1. Auch im akuten Diureseversuch zeigte sich ein großer Unter- 
schied zwischen der Wirkung von Phenylalanin und Tyrosin; letzteres 
hemmte sogar eine durch Entnervung herbeigeführte starke Harn- 
absonderung und die Euphyllindiurese hierbei. 

2. Selbst nach einem akuten Versuch fanden sich schwere morpho- 
logische Schädigungen in der Leber nach Tyrosinzufuhr. 

3. Als beiläufiger Befund wurde das vollständig normale Verhalten 
der Nieren längere Zeit nach totaler Entnervung konstatiert. 


Das Verhalten von Phenylalanin und Tyrosin 
unter dem Einfluß der Purindiurese. 


Von - 
Noel F. Shambough. 
Medical Fellow National Research Council, Ann Arbor, Michigan. 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen, über welche hier berichtet wird, nahmen 
ihren Ausgangspunkt von Arbeiten, die ich!) früher in Ann Arbor an- 
gestellt habe und aus denen sich ergab, daß Tyrosin und Phenylalanin 
im intermediären Stoffwechsel sich sehr verschieden verhalten. Diese 
Tatsache bedarf nach verschiedenen Gesichtspunkten einer weiteren 
Analyse. Ein solcher Gesichtspunkt ist der Ablauf der Diurese, und ich 
folgte daher der Anregung von Prof. Asher, den Ablauf der Diurese zu 
verfolgen unter dem Einfluß einerseits von Tyrosin, andererseits von 
Phenylalanin. Zur Diuresegrundlage, von welcher der Vergleich aus- 
gehen sollte, wählte ich eine durch Euphyllin hervorgerufene Harn- 
absonderung, vornehmlich aus dem Grunde, weil diese Purinkörper- 
diurese in der letzten Zeit durch die Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts weitgehend aufgeklärt worden ist. Der Gedankengang. der 
mich leitete, war der, daß, sobald Stoffe, wie Tyrosin und Phenylalanın 
in einer die minimalen physiologischen Mengen überschreitenden 
Quantität dem Organismus zugeführt würden, dann das Einsetzen 
einer Nierentátigkeit zu erwarten stand. Vorausgesetzt, daß diese 
Erwartung zutrifft, war eine Gelegenheit gegeben zu untersuchen, ob 
die Niere gegenüber Tyrosin und Phenylalanin sich verschieden ver- 
halten würde, demnach eine Nierenkomponente in der verschiedenen 
Reaktion des Körpers auf die beiden Aminosäuren existiere. 


Experimentelle Methodik. 


Die angewandten Methoden schließen sich in allen wesentlichen 
Punkten an die im Berner physiologischen Institut üblichen an und 


1) N.F. Shambough, Journ. Biol. Chemistry 67, 30, 1916. 
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wurden insofern geändert, als es die speziellen Bedingungen meiner 
Versuche erforderten. Die Untersuchungen wurden ausschließlich an 
männlichen Kaninchen angestellt. Vor jedem Versuch wurde durch 
Untersuchung des Harns die Normalität der Tiere festgestellt. 2 Tage 
vor jedem einzelnen Versuch erhielten die Tiere eine abgewogene Menge 
von 400 g weißen Rüben täglich, ohne Zusatz von Wasser. Auf diese 
Weise ließ sich die Stickstoff- und Wasseraufnahme konstant erhalten. 


Alle Versuche wurden zur gleichen Stunde des dritten Tages an- 
gestellt. Das Tier wurde auf einem gut mit Watte ausgepolsterten 
Brett befestigt, wobei der Kopf jedoch frei blieb. Zum Sammeln des 
Harns wurde ein weicher Gummikatheter in die Blase eingeführt. Die 
Blase wurde entleert und dann mit warmem sterilen Wasser aus- 
gewaschen, bis das Waschwasser klar abfloB. Wenn intraperitoneale 
Injektionen gemacht wurden, wurde zu dieser Zeit der Trokar in die 
Bauchhöhle eingeführt. Sodann verband ich die Mariottesche Flasche, 
welche die auf 38° erwärmte Lösung enthielt, vermittelst eines Gummi- 
schlauchs mit dem Trokar und ließ den Gummischlauch in einem auf 
380 gehaltenen Wasserbad liegen. Der Einlauf der Lösung wurde mit 
Hilfe einer Schraubenklemme so einreguliert, daß er 4 Minuten lang 
dauerte. Während der ersten 2 Minuten wurde die leere Blase noch 
zweimal mit öccm warmen sterilisierten Wassers ausgewaschen, um 
die Möglichkeit auszuschließen, auf welche Bock!) hingewiesen hat, 
daß Phosphatniederschläge an der Blasenwand haften bleiben. Die 
Waschflüssigkeit wurde gemessen. Am Ende der ersten 2 Minuten 
wurden 0,2 g Euphyllin intramuskulär injiziert. Das Euphyllin wurde 
dem physiologischen Institut in liberaler Weise von den Byk-Gulden- 
werken, Berlin, zur Verfügung gestellt. Vom Moment der Euphyllin- 
injektion an wurden die nachfolgenden Versuchsperioden gerechnet. 
Nach der Injektion von Euphyllin ließ ich die übrigbleibenden 50 ccm 
der Lösung in die Bauchhöhle ausflicfen. Im ganzen waren dann 
100 ccm in der Bauchhóhle. 


Wenn die Lösung per os eingegeben wurde, habe ich zeitlich das 
gleiche Verfahren innegehalten, und die Zufuhr der Lösung wurde so 
ausgeführt, daß ich das auf dem Brette befestigte Tier in die Vertikal- 
lage brachte. Bei oraler Zufuhr der Lösungen habe ich 0,24 g Euphyllin 
intramuskulär injiziert. 


Nach der Injektion blieb das Tier zunächst bedeckt auf dem Brette 
liegen, unter Warmhaltung mit Hilfe von elektrischen Glühlampen. 


Der Harn wurde aus dem Katheter in graduierten Zylindern auf- 
gefangen. Die 6 Stunden nach der Injektion, innerhalb welcher Zeit 


1) D. Bock, Kgl. Dan. Vetensk. teleskab, Biol. Nettelser 8, 1, 1921. 


446 N. F. Shambough: 


ich den Harn sammelte, wurden in vier Perioden eingeteilt, nämlich 
zwei von je einer halben Stunde Dauer, eine von 2 Stunden Dauer und 
eine von 3 Stunden Dauer. Am Ende jeder Periode wurde die Blase 
dreimal mit 5 ccm warmem sterilisierten Wasser ausgewaschen. 


Blutproben wurden aus der Randvene des Ohres vor der Injektion 
(Kontrolle) und in der Mitte jeder Einzelperiode entnommen. 


Das Tier blieb 3 Stunden lang nach der Injektion aufgebunden. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Katheter entfernt und das Tier 
in einen Stoffwechselkäfig gebracht bis zur Zeit der letzten Blutent- 
nahme. Zu dieser Zeit wurde das Tier wieder aufgebunden und der 
Katheter ehe die Blutentnahme stattfand wieder eingeführt. Auf 
diese Weise wurde, mit Ausnahme von zwei Fällen, während aller 
meiner Versuchsreihen vermieden, daß das Tier Harn in den Käfig ließ. 


Vorbereitung der benutzten. Lösung. 


Für meine Untersuchungen wurden mir in generöser Weise reinstes 
Tyrosin und Phenylalanin von der Firma Hoffmann Laroche, Basel, 
zur Verfügung gestellt, wofür ich auch an dieser Stelle meinen besten 
Dank aussprechen möchte. Die Aminosäurelösungen wurden jedesmal 
eine halbe Stunde vor der Eingabe frisch zubereitet. Die Säuren wurden 
mit der theoretischen Menge n NaOH neutralisiert und berechnete 
Mengen von Kochsalz und destilliertem Wasser zugesetzt, um die 
Lösungen blutisotonisch zu machen. Die Berechnung geschah unter 
der Annahme, daß ein Molekül des Natriumsalzes von Phenylalanin oder 
Tyrosin äquivalent mit einem Molekül Kochsalz zur Erzeugung einer 
isotonischen Lösung sei. Wie aus den Gefrierpunktserniedrigungen 
ersichtlich ist, ist dieser Wert hinreichend genau für die Zwecke der 
vorliegenden Versuche erreicht worden. 


Analytische Methoden. 


Der Gefrierpunkt wurde in der üblichen Weise mit Hilfe eines Beckmann- 
Thermometers ermittelt. Der Gesamtstickstoff wurde mit einer Mikro- 
kjeldahlmethode bestimmt unter Anwendung von je !% ccm Harn. Die 
Veraschung geschah unter Zusatz von Leem konzentrierter H,SO, 
und 6 Tropfen 10% iges CuSO,. Es wurde in n/50 H,SO, überdestilliert. 
Aminostickstoff wurde nach Folins Methode bestimmt. Das Aminosäure- 
reagens 1, 2, 4-Naphthochinonsulfosáure wurde aus Nitroso-ß-Naphthol her- 
gestellt und das Verfahren von Folin nach den Angaben von Pincussens 
mikrochemischen Methoden (3. Aufl., S. 49) innegehalten. In den Ver- 
suchen, in welchen Aminosäuren zugeführt wurden, mußte natürlich die 
Menge von Harn, die zur Bestimmung verwandt wurde, variiert werden, 
so daß die entwickelte Farbe innerhalb des Bereichs der Variationsmöglich- 
keit der Standardlösung fiel. Dieser Bereich ist jedoch hinreichend groß. 
so daß man die Mengen von Harn recht beträchtlich verändern kann. 
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Beispielsweise wurden nach Tyrosin von 1, Stunde Periode 8ccm eines 
im Verhältnis 1:4 verdünnten Harns genommen. Nach Phenylalanin 
4ccm. Die Phosphate wurden nephelometrisch nach dem Verfahren von 
Kleinmann mit einem Apparat von Schmidt und Haensch bestimmt. Die 
ganze Methode nebst der neuen Veraschung nach Elsner wurde in einer 
voraufgehenden Arbeit beschrieben*). Die Chloride im Blut und Harn 
wurden nach der Mikromethode von Bang bestimmt, ebenso nach Bang 
der Reststickstoff im Blute, Hämoglobin wurde mit Suhlis Hämoglobino- 
meter ermittelt. 


Die intraperitoneale Injektion von Aminosäuren hatte zur Voraus- 
setzung, daß dieselben unter Zusatz von Alkali gelöst wurden. Die intra- 
peritoneale Injektion einer alkalischen Lösung war, verglichen mit den 
bisherigen intraperitonealen Injektionen, die im Berner physiologischen 
Institut zur Analyse des Verhaltens der Harnabsonderung gebraucht wurden, 
"eine neue Bedingung, weshalb ich eine Reihe von Kontrollversuchen an- 
gestellt habe. In diesen injizierte ich 100 ccm einer Lösung, die Leem 
nNaOH, mit Kochsalz isotonisch gemacht, enthielt. Gleichzeitig habe ich 
intramuskulär 0,12 g Euphyllin injiziert. Ich teile als Beispiel in Tabellen- 
form die Versuche 5, 7 und 8 mit, sowie eine Tabelle der Durchschnitts- 
werte der Versuche 5, 7 und 8. 


Versuch 5. Kaninchen Nr. 2. 5. Januar 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lösung, enthaltend 1 cem n Natronlauge 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre Injektion 
von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: — 0,558. 


i Harn y o 
Periode 


Harnmenge, ccm Gesamt-N, mg Amin0+N, mg Phosphat als P,Os, mg 


‚Stunden absolut | pro Std. ` absolut | pro Std. 


See pro Std. | absolut t | pre pro SE 


85 100 | 200 | 440 | 880 | 03 | 08 | 38, 72 
0.5 i 40 | 80 | 112 | 224 | 02 | 04 | 37 64 
20 | 130 | 75 , 130 | 750105103 | 66 | 33 
30 110 | 37 989 | 830 | 22 | 07 : 76 | 25 


Versuch 7. Kaninchen Nr. 1. 13. Januar 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 eem Lösung, enthaltend 1 ccm n NaOH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre Injektion 
von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: — 0,558. 


Ham 
SES, E ccm _ Harnmenge, ccm | Gesamt«N, mg Amino+N, mg | Phosphat als P Os. mg 
‚Stunden | absolut RES Std. absolut "pro Std. | = absolut pros Std, absolut pro Std. absolut | > Std. 
05 i 50 | 100 | 174; 342 | 05 10 | 30 | 60 
0.5 | 12 144 : 228 | 45,6 0,4 08 | 24 4,8 
2.0 5l | 26 48.0 | 240 | 08 04 4.1 2.1 
80 | 173: 58 /1002 | 334 ' 20 | 07 | 129 | 43 


? 


1) G. M. Curtis und N. F. Shambough, diese Zeitschr. 186, 112, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 29 
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Versuch 8. Kaninchen Nr. 1. 18. Januar 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lösung, enthaltend Leem n NaOH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre Injektion 
von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: — 0,558. 


| Ham 
Periode | 


Harnmenge, ccm 


Stunden d absolut 


Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 5, 7, 8. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lösung, enthaltend Leem n NaOH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuláre Injektion 
von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: — 0,558. 


Gesamt-N, mg | | Phosphat als P¿0Os, mg 
absolut | pro Std. || absolut | pro Std. | absolut ' pro Std. 
240 | 480 | 0. 3.1 6,2 
147 | 294 | 03 2,6 52 
304 | 152 | 07 66 | 33 

1194 | 398 ¡y 2,0 12,2 41 


Die Betrachtung der ausgeschiedenen Harnmengen zeigt, daß in 
den ersten zwei halben Stunden zwar eine Diurese eintritt, daß dieselbe 
aber unvergleichlich viel kleiner ist als sie früher beobachtet wurden, 
wenn 100 ccm isotonischer Kochsalzlósung und Euphyllin injiziert 
wurde. Sowohl in den Arbeiten von Curtis wie auch in derjenigen von 
Raulston!) wurden in 10-Minutenperioden Werte von 17 bis 18 ccm 
und mehr beobachtet, während in meinen Versuchen die durchschnitt- 
liche Harnmenge pro Stunde im Maximum 12 ccm betrug. Die gesamte 
Stickstoffausscheidung ist in der ersten halben Stunde entsprechend 
der gesteigerten Diurese groß, sinkt dann ab, um erst zwischen der 
dritten und sechsten Stunde wieder anzusteigen. Die Aminostickstoff- 
ausscheidung ist während der ganzen Versuchsdauer klein und annähernd 
konstant. Die Phosphatausscheidung ist in den beiden ersten halben 
Stunden ein wenig höher als später. Im ganzen gewinnt man aus diesen 
Versuchen den Eindruck, daß die nicht sehr erhebliche Alkalinität der 
intraperitoneal eingeführten Lösung eine deutliche Hemmung der 


1) B.O. Raulston, diese Zeitschr. 184, 31, 1927. 
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normalen Euphyllindiurese und sogar der Diurese nach intraperitonealer 
Injektion bloßer isotonischer Kochsalzlösung veranlaßt. 


Nach Anstellung der geschilderten Kontrollversuche wurde zu 
den Versuchen übergegangen, in denen ich die Wirkung von intra- 
peritonealer Phenylalanin und Tyrosininjektion auf die Diurese mit- 
einander verglich. Ich teile nachfolgend einige Versuchsbeispiele, 
Übersichtstabellen und kurvenmäßige Darstellungen mit. 


Phenylalanin per os 1/2 g 

pro kg 

Tyrosin per os 1/38 
pro kg 


Phenylalanin intraperit. 
1/28 pro kg 
Phenylalanin 1/, g pro kg 


Tyrosin intrap. 1/ .k 
Na OH in 


ó D 
Stunden 
Abb. 1. Harnmenge. 


Phenylalanin per os 1/2 g pro kg 
Phenylalanin intrap. !/,g pro kg 


Phenylalanin 1/¿g pro kg 


Tyrosin per os (ag pro kg 
NaOH 
Tyrosin intraperiton. 1/y g pro kg 


Stunden 
Abb.2. Aminosäureausscheidung. 


29* 
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Abb. A Blut N. 
— --- Phenylalanin per os 1/2 g pro kg. --- Tyrosin per os 1/3 g pro kg. ------- Phenylalanin 1; g- 
—---- Phenylalanin intraperitoneal 1/3 g pro kg. ----- Tyrosin intraperitoneal 1/2 g pro kg. 


Phenylalanin intrap. 1-8 


Tyrosin per os 1/2 g 


Phenylalanin 1j,g intrap. 
Phenylalania per os! 8 


Tyrosin intrap. 1/3 g 
pro 


5 
Stunden 


Abb. 4. Phosphate. 
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mg 
780 


Phenylalanin per os !/z 
170 pro kg 8 
260 Tyrosin per os 1/7 g 
pro kg 
150 
7 Phenylalanin 1;,g pro kg 
intraperitoneal 
130 
Lösung enthaltend 1 ccm 
120 ` Na ÒH (normal) 
0 Pbenylalanin intraperit. 
. C/g pro kg Körper. 
gewicht) 
10 = Tyrosin intraperitoneal 
e (Olag pro kg Körpers 
90 / ; gewicht) 


5 6 
Stunden 
Abb. 5. Stickstoffausscheidung. 


Versuch 15. Kaninchen Nr. 3. 16. März 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lösung, enthaltend 1,13 g Phenylalanin 

(0,5g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 

lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 

muskuläre Injektion von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: 
— 0,552. 


Harn | Blut 


Harnmenge, | Gesamt-N, Amino»N, || Phosphat als | $ | e E $ F 

Periode Ba Oe, mg vI | 20 za £ 
Sž | SZ Se £ 

A | Gei v :@ 

en a a S O 1O e” T 

sta. || Mt A A | mg | Si 


AAA EOI page IA pg 
| 


| | | 
79 0,487. 22,3 : 70,0 


ap 18511701252 504 2754. 18| 36 07 EG 

08 10 20 | 7,7 | 15.4 LP | 30, 11 92 2170 0 ee 
2.0 | An 204711236 A0. 15 | 90 | 45 0938 0444] 293 720 
30 1255| 8565821963 | 21 |355 118 0,208 0500; 271 | 710 
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Versuch 22. Kaninchen Nr. 5. 9. April 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lösung, enthaltend 1,13 g Phenylalanin 
(0,5g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge neu- 
tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre 

Injektion von 0,12g Euphyllin. A der injizierten Lösung: — 0,547. 


| Harn | | Blut 


| Harnmenge, N Gesamt-N, Phosphat als | 3 | Ss IS 
Periode ccm ‚| mg v | v5 a, 2 
KW Te Te Z. ep S 

i WEEK 

|2530: abso» abso. ro = = 

lut | Et. | E fa IS 12 [1] 3 

lo: lo mg To 


22.0 0,212 Lë GE 
13, 8 b 486 ; SC 
19, ‚0,460 32,2 , 63,0 


Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 12, 13, 13a, 15, 22. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lósung, enthaltend 0,5 g Phenylalanin 
pro Kilogramm Körpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit Na Cl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre 
Injektion von 0,12g Euphyllin. A der injizierten Lösungen: — 0.562. 


| | 


¡| Harnmenge, ` Gesamt-N, Amino:N, ' Phos hat als | & Us | 23 5 
Periode ccm mg mg 205 mg || v0 at 'z® 1 £ 
Tea a a u S 

S Isi 38 £ 

¡ tbso- ES abad: ro || abso. ro 5) $) ar = 

Std. lut td. j lut td. | lut | Std. olo | ge, a | e, 


Versuch 14. Kaninchen Nr. 3. 2. März 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 eem Lösung, enthaltend 1,13 g Tyrosin 
(0,5 g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 
muskuláre Injektion von 0,12 g Euphyllin. A der injizierten Lösung: — 0.572. 


Harn | Blut 
e je 


| Harnmenge, |; Gesamt-N, Amino-N, | Phosphat als. 3 | C | 53 | 3 
Periode ccm mg mg : P05. mg | ISK vO z e ' 2 
— —— 52 | 82 | KE | A 

_absos | pro KE ro | abso | pro | Ö ai $3 

lut | Std. SC td. | lut | td. | olo TI a mg y 

paa es | “o 999 0461| 21,2 ' 81.0 

de | 0,477| 31,3 | 82,0 

ES 0,472| 38,5 | 91.0 

FE 0,501! 32,7 | 84.0 

1163, 0,490| 24,9 | 83,0 
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Versuch 23. Kaninchen Nr. 5. 15. April 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lösung, enthaltend 1,50g Tyrosin 
(0,5 g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 
muskuläre Injektion von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: 


ZS e 0,549. 

Blut 
$ a e a 
Harnmenge, Amino+N, Phosphat als || % 2 
Periode ccm m mg Sé. mg || oO || .0 2 
Ce T a E 
22 232 É 
abso» ro || absos o | D Ö A 
Std. lut End. td. | lut Dei A o, o, 


05 | 2,0 | 4,0 4,7 | 94 | 0,1 02 5,0 10,182 0415 SCH 630 
0510| - [== |= | - = 2| 70, 
210 |=] ===> SE 387 | 810 
9 9 | 445 y 3 


Tabelle der Durchnittswerte der Versuche 9, 10, 11, 14, 23. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lösung, enthaltend 0,5 g Tyrosin pro 
Kilogramm Körpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre 
Injektion von 0,12g Euphyllin. A der injizierten Lösung: — 0,559. 


| Ham | | Blut 


Phosphat als | 
2U5. mg 


| Harnmenge, 
Periode || ccm 


Hámoglobin 


absos pro 
lut td. 


o 


17,9 
11,3 
36,3 
106,0 


26,6 
18,2 
35,3 


Was die Harnmengen anbelangt, so ist der Unterschied nach 
intraperitonealer Injektion von Tyrosin und Phenylalanin am auf- 
fallendsten in der ersten und in den letzten experimentellen Perioden. 
Während der ersten halben Stunde ist in keinem Falle selbst der höchste 
Wert nach Tyrosininjektion gleich dem niedrigsten Wert, der nach 
Injektion von Phenylalanin zur Beobachtung gelangte. Der Unterschied 
ist ebenso groß in den letzten Versuchsperioden. Es ist eine bemerkens- 
werte Tatsache, daß in zwei Versuchen von den fünf, in denen Tyrosin 
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intraperitoneal gegeben wurde, die Harnabsonderung vollständig stockte. 
Diese Ergebnisse lassen keinen Zweifel darüber, daß unter den von mir 
innegehaltenen Versuchsbedingungen ein tiefer Unterschied zwischen 
der diuretischen Wirkung von Tyrosin und Phenylalanin besteht. 
Dafür, daß beim Tyrosin ganz besondere Momente mit im Spiele sind, 
ist wohl der schlagendste Beweis in dem gegeben, was sich in Versuch 11 
ereignete. Der Verlauf des eigentlichen Versuchs war praktisch der 
gleiche wie derjenige in Versuch 23, aber das Kaninchen starb 51 Stunden 
darauf. Herr Professor Wegelin war so gütig, die Sektion anzustellen 
und mir folgenden Bericht zu übermitteln, wofür ich ihm auch an 
dieser Stelle herzlich danken möchte. 


Sektionsbericht. 


Peritoneum bindegewebig verdickt und stark infiltriert mit Lympho- 
cyten. An der Innenfläche kleine Blutungen, stellenweise hämosiderin- 
haltige Zellen. 


In der Leber sieht man unregelmäßige, ziemlich große Nekroseherde, 
besonders im Zentrum der Läppchen. Kapillaren zum Teil noch erhalten. 
In den nekrotischen Partien Ablagerung von Kalk. Am Rande der Nekrose- 
herde ein Saum von stark verfetteten Leberzellen. Glissonsche Scheiden 
nicht verbreitert, aber stellenweise infiltriert mit Lymphocyten. 


Niere. Glomeruli normal groß. In den Glomeruli hier.und da pseudo- 
eosinophile Leucocyten. Epithel der Hauptstücke geschwellt und stellen- 
weise feintropfig verfettet, besonders in der Basis der Zellen. In den übrigen 
Kanälchen hier und da hyaline Cylinder. 


Diagnose. Lebernekrosen mit Verfettung. Verfettung der Nieren 
Peritonitis chronica. 


Das histologische Bild spricht also durchaus im Sinne einer toxischen 
Einwirkung auf Leber und Nieren. 


Aus diesem Sektionsbericht geht hervor, daß der Tod des Tieres kein 
zufälliger ist, sondern im ursächlichen Zusammenhang mit der mehrfachen 
Behandlung mit Tyrosin steht, welche zu schweren Schädigungen der 
Leber und des Peritoneums geführt hat, sowie auch zu einer Alterierung 
der Nieren. Auch insofern ist der vorliegende Fall kein isolierter, als ich 
in einer gemeinschaftlich mit Dr. Curtis angestellten und nachfolgenden 
Untersuchung gleichfalls einen Todesfall nach Tyrosin hatte, wo wiederum 
der Patholog in dem Leberbefund einen Zusammenhang klarlegen konnte. 


Die Phosphatausscheidung war in allen Versuchen nach Phenylalanin- 
injektion höher als nach Tyrosininjektion in den entsprechenden Perioden. 


Die Werte der Gesamtstickstoffausscheidung sind nach Phenylalanın 
höher als die entsprechenden Werte in den Versuchen mit Tyrosininjektion. 
Der Unterschied ist größer, als daß er sich durch den Unterschied in der 
Aminostickstoffausscheidung erklären läßt. 

Trotz des soeben Gesagten ist andererseits hervorzuheben, daß die 


Aminostickstoffausscheidung nach Phenylalanininjektion merklich höhere 
Werte erreicht als in den Versuchen nach Tyrosininjektion in den ent- 
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sprechenden Versuchsperioden. Dies spricht dafür, daß irgend eine Phase 
des Desaminisierungsprozesses in den beiden Fällen in verschiedener Weise 
beeeinflußt wird. 


Von sonstigen Befunden wäre zu erwähnen, daß die Chloride im Harn 
in der zweiten Periode nach Phenylalanininjektion konzentrierter sind. 
Ob dieser Beobachtung eine besondere Bedeutung innewohnt, will ich 
dahingestellt sein lassen. 


Im Blute ist bemerkenswerterweise in beiden Fällen der Rest- 
stickstoffgehalt des Blutes praktisch der gleiche. Man hätte erwarten 
können, daß in den Versuchen, in denen Tyrosin intraperitoneal ein- 
geführt worden war und die Stickstoffausscheidung im Harn hinter 
derjenigen nach Phenylalaninzufuhr weit zurückblieb, dementsprechend 
im Blute eine Retention von Stickstoff sich vorfinden würde. Eine ' 
solche Retention hat nicht stattgefunden. Man hat eher daran zu 
denken, daß sich, trotz des verschiedenen Verhaltens von Tyrosin 
und Phenylalanin in bezug auf Verarbeitung und Ausscheidung ein 
Gleichgewicht der Aminosäuren in den Geweben und im Blute 
herstellt. 


Die Chloride des Blutes zeigen in den Tyrosin- und Phenylalanin- 
versuchen keinen wesentlichen Unterschied. Um den Unterschied 
zwischen der Wirkung von Phenylalanin und Tyrosin noch in einer 
weiteren Weise zu studieren, habe ich einige Versuche angestellt, in 
denen ich intraperitoneal nur die halbe Menge von Phenylalanin wie 
vorher injizierte, nämlich nur 0,25 g pro Kilogramm Körpergewicht. 
Als Beispiel bringe ich Versuche 16 und 17. 


Versuch 16. Kaninchen Nr. 3. 23. März 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lösung, enthaltend 0,56 g Phenylalanin 

(0,25 g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 

lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 

muskuläre Injektion von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: 
— 0,552. 


Amino+N, ' SE als | Y = 5 

mg | P205 mg || 20 | wö 2 

Eu Ee ° 

| | | | £2 | 22 8 
absos ro |! absos ro ||absos ro || absos ro | S 3] x 
lut | Std. || Aut | Std. || lut , Std. | lut | Std. ! | g S 

| | | lo lo lo 
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Versuch 17. Kaninchen Nr. 4. 28. März 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lösung, enthaltend 0,71 g Phenylalanin 

(0,25 g pro Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 

lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 

muskuläre Injektion von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lösung: 
— 0,568. 


Harn | Blut 


- Harnmenge, ` Gesamt,  Amino+N, || Phosphat als || S CG 53 | 3 
Periode | ccm mg mg P205. mg 2 O 2 O EI S 
— oS SE 2 o 

| | | 32 |27 |38 | 6 

absos ! absos po a pr ' 8 O pr T 

Std. | lut td. i lut | lut td. er o, mg | gie 


Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 16 und 17. 


Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lösung, enthaltend 0,25 g Phenylalanin 
pro Kilogramm Körpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuläre 
Injektion von 0,12g Euphyllin. 4A der injizierten Lösungen: — 0,560. 


Blut 


Harn 


| 
Harnmenge, | GesamtsN, || Amino«N, | Phosphat als 2 SS | H 
Periode ccm ' mg | P205 m | 0 || vd ca 2 
Es | Ea | Zu E 
a A: 
| z l 
absos , abso» z) Fei T 
lut 0 ei 
lo * mg lo 
| 
j 


Auch in dieser Reihe treten die Anzeichen größerer Nierentätigkeit 
gegenüber den Erfolgen der Tyrosininjektion deutlich hervor. Was 
besonders beachtenswert ist, ist die Tatsache, daß trotz Zufuhr einer 
geringeren Menge von Aminosäuren die Aminostickstoffausscheidung 
im Harn größer war als nach Zufuhr der doppelten Menge von Tyrosin. 
Es spricht das Ergebnis dieser Versuchsreihe wiederum dafür, daß ein 


vorbereitender Akt für die Entfernung der künstlich zugeführten 
Aminosäure nach Tyrosininjektion gestört sei. 


. 30,4 
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Alles bisher Gesagte galt für die Beobachtungen nach intra- 
peritonealer Zufuhr der beiden Aminosäuren. Ganz anders verlaufen 
die Dinge, wenn die beiden Aminosäuren mit 100ccm Flüssigkeit 
per os eingegeben werden und gleichzeitig zur Erzeugung der Diurese 
Euphyllin gleichfalls per os gegeben wird. 


Für die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen teile ich Versuch 18 
und 19 nebst der dazugehörigen Tabelle der Durchschnittswerte und 
Versuch 20 und 21 nebst der entsprechenden Tabelle der Durchschnitts- 
werte mit. 


Versuch 18. Kaninchen Nr. 5. 30. März 1927. 


Per-os-Eingabe 100 cem Lösung, enthaltend 1,50 g Phenylalanin (0,5 g pro 

Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge 

neutralisiert und mit NaCl jsotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lösung zugesetzt. 


Harnmenge, | GesamteN, 
mg 


Periode ccm | 


abso» 
| lut 
| 


RestsN pro 
B 100 g Blut 
Hämoglobin 


= 
ı © D 
bw 
ES 


Versuch 19. Kaninchen Nr 3. 1. April 1927. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lösung, enthaltend 1,13 g Phenylalanin (0,5 g pro 

Kilogramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge 

neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lösung zugesetzt. 


| Harn j Blut 


Harnmenge, Amino+N, i Phosphat als | = | = | Ss F 

Periode ccm P205, mg YO | oO zZ? 2 
ALE 

r- = ss | 8 

wu #1: 

i alo mg dÉ 
0,5 | 29,5 | 59,0 bes GE 
0,5 || 49,8 | 99,6 2.2 10,352 | 1595 GH 
An | 0 Er Oé e "o S 7 j ge 0, 500 35, 8 65,0 
| i i i ' 9 10,8 0 514| 32,7 | 72,0 


li 
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Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 18 und 19. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lösung, enthaltend 0,5 g Phenylalanin pro Kilo- 

gramm Körpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge neu- 

tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lösung zugesetzt. 


| Harn | Blut 
| 
| ` ' 

' Harnmenge, ade e l Phos Se in 5 `" 4 25 £ 
Periode | ccm | PO mg af Laf ZE Ê 
'' Ca "Se | E 
el EE e ee, £ 
«E E- © SC 
abso» e abso» po abso» gro abso» pro O | $) Ges ES 
end | lut | td. || lut | td. | lut d. lut t et, | o, ne er, 


| | 
| 0,467 23.6 66.0 
15,0 Aë 0.496 349 : 62.0 


| T | 
0.5 | 28.7 | 57,4 1 | 66,2. 1.2 | 24 | 7,5 
0,5 560 103,8 37,8 75,6 | 3,5 | 7,0 10,4 ‚0,306 
2,0 ¡56,0 | 28,0 94,7:474| 97 | 49 |232 | 11, 0529 359 660 
3,0 | 70,5 23,5 174,8 58,3 | 99 | 2,2 42,3 | 14,1 dh 551 0.507: 342 | 69,0 


Versuch 20. Kaninchen Nr. 5. 4. April 1927. 


Per-o»-Eingabe 100 cem Lösung, enthaltend 1,50 g Tyrosin (0,5 g pro Kilo- 

gramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge neu- 

tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24g Euphyllin der obigen 
Lösung zugesetzt. 


| Harn . Blut 
Ñ | l a i E 
H Är N, || AminosN, "Phosphat als (e ZS | Es | 5 
ag en wd Bed or] EEE TE 
sz |32|32| É 
E SS E 
abso» pro || abso- E | abso» O e” s 
Std. | lut Std. lut | lut ' 0; 
CA a it ER | ` 
05 | 255 51.0) 29,559.01 05 | 1 cd 
0,5 | 83,0|166.0) 43.1 0,7 11 PESO 
2.0 ¡109,0| 59.5" 99,9 2,0 | 1 ee 
3,0 ` Dm 17,7 189.5 24 10 690 
| | D 


In beiden Versuchsreihen wird das Bild vornehmlich beherrscht 
durch den großen Einfluß des Diureticums. Sowohl nach Zufuhr von 
Phenylalanin wie nach derjenigen von Tyrosin kommt es zu einer 
ergiebigen Diurese. In den ersten Perioden ist sogar die Wasser- 
ausscheidung nach Tyrosin größer als nach Phenylalanin. Die ge- 
steigerte Diurese ist während der ganzen sechsstündigen Versuchs- 
dauer zu beobachten. Nur hinsichtlich der Aminostickstoffausscheidung 
erinnern die Verhältnisse einigermaßen an diejenigen, welche in den 
früheren Versuchsreihen beobachtet wurden. Denn, wenn auch die 
Absolutwerte niedriger sind, so sind doch die Aminostickstoffwerte in 
den Versuchen mit Phenylalanin viel größer als diejenigen nach Tyrosin. 
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Versuch 21. Kaninchen Nr. 3. 7. April 1927. 


Per-os-Eingabe 100 cem Lösung, enthaltend 1,13 g Tyrosin (0,5 g pro Kilo- 

gramm Körpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge neu- 

tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lösung zugesetzt. 


Harn f Blut 

Harnmenge, || Gesamt-N, Amino-N, || Phosphat als |< | = ES | £ 

Periode ccm mg | mg P205 mg | „DO | 90 ze E 

| 82 | Šg (62) 3 

abso» | pro | ro | absos | pro 3] 3] BE T 

Std. | lut td. td. | lut td. o, i GES a, 
| ` u S Zeep | | Bi 

05 58,0 116.0 ME | 1,1 | 2,2 | 11,2 | 22,4 0,342 0401 SE | „0 
05 64,7 1294 32,3 646 1.1 | 2,2 | 12,1 | 24,2 10,457 480 399 850 
20 | 20,5 ‚630,315 14 | 07 19,1 | 96/0538 Aua) 343 660 
3,0 780. 26,0, 1341 44,7 24 | 0,8 | 48,1 | 16,0 0,767 oan 30.1 | 720 


Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 20 und 21. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lösung, enthaltend 0,50 g Tyrosin pro Kilogramm 
Körpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge neutralisiert und 
mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen Lösung zugesetzt. 


Harn | \ Blut 


| Phosphat als 


Ba Harnmenge, Ä Gesamt«N, Amino»N, A CH Zo SS | 3 
eriode ccm mg mg ‚ng 5 ca 2 
| E i 52 52 EE | 3 
n abso» Eo l abso» ro || abso» ro || absos pro e | 5 KE Z 
Std. | lut | lut td. E td. || lut | Std. ai, ola | mg | e, 
|i | | | | | | NN 
| d dE 0,413! 25,7 | 68,0 
o galea meng. um ou ozm oae Mi 
20 1645 He 141407 17 | 09 | 283 11420507 0483 | 40.8 | 76,0 
30 eil 218 ex 539 | 24 | 08 | 499 | 16.6 | 0,500 Dam 35,4 | 70,0 
pe ¡24 | 0,8 | 49,9 | 16,6 110,596 468 32,9 | 70.0 


Da die Harnabsonderung in beiden Reihen eine betráchtliche war, 
kónnen die von mir gemachten Phosphatanalysen im Harn zur Be- 
urteilung der Beziehungen zwischen Harnausscheidung und Phosphat- 
ausscheidung unter den Versuchsbedingungen dieser Versuchsreihe 
herangezogen werden. Die Phosphatausscheidung geht parallel mit 
der Harnabsonderung, sie ist pro Stunde dann am größten, wenn die 
Harnabsonderung am größten ist. Davon abgesehen, ist kein in das 
Auge springender Unterschied der Phosphatausscheidung in den Tyrosin- 
und Phenylalaninversuchen. 

Auch die von mir im Blute angestellten Analysen lassen keinen 
Unterschied in den beiden Versuchsreihen erkennen, namentlich nicht 
hinsichtlich des Reststickstoffgehalts. 


460 N.F. Shambough: Verhalten von Phenylalanin und Tyrosin usw. 


Aus diesen Ergebnissen ist der Schluß zu ziehen, daß bei Zufuhr 
der beiden von mir benutzten Aminosäuren auf dem oralen Wege und 
einer Beobachtungsdauer von nur 6 Stunden in der Nierentätigkeit 
kein Unterschied in der Reaktion des Organismus auf die beiden Amino- 
säuren sich kundtut. Dieses negative Ergebnis bedeutet aber keines- 
wegs, daß ein Unterschied nicht vorhanden sei. Diesen Unterschied 
habe ich in einer früheren Arbeit durch meine Versuche mit peritonealer 
Zufuhr durch den morphologischen Befund aufdecken können, und 
eine nachfolgende Arbeit wird einen weiteren Beleg für diesen Unter- 
schied erbringen. 

Zusammengefaßt, ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit: 

1. Intraperitoneale Injektion einer leicht alkalischen Kochsalz- 
lösung hat eine gewisse hemmende Wirkung auf den Erfolg der Injektion 
eines spezifischen Diureticums. 

2. Der Vergleich der Diurese, die nach intraperitonealer Injektion 
von Phenylalanin und Tyrosin und Injektion eines spezifischen Diure- 
ticums erfolgt, weist Unterschiede in der Reaktion des Organismus 
auf die beiden Aminosäuren auf. 

3. Mehrfache intraperitoneale Injektion von Tyrosin führt zu 
schweren Leberschädigungen. 

4. Bei oraler Zufuhr von Phenylalanin und Tyrosin kommen inner- 
halb einer Versuchsdauer von 6 Stunden Unterschiede nicht zum 
Ausdruck. 


Beitrag zur Kenntnis der Schicksale 
des Isopropylalkohols im menschlichen Organismus. 


Von 
Hikmet Kemal. 


(Aus dem Physiologisch-pharmakologischen Laboratorium 
des Reichsgesundheitsamts, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1927.) 


Im Anschluß an die Untersuchungen von Rost und Braun!): „Zur 
Pharmakologie der niederen Glieder der einwertigen aliphatischen 
Alkohole‘, fiel mir die Aufgabe zu, die Schicksale des Isopropylalkohols 
(sekundärer Propylalkohol, Isopropanol) im menschlichen Körper nach 
dem Trinken von diesen Alkohol enthaltenden Getränken chemisch zu 
verfolgen. Die Schicksale dieses Alkohols im menschlichen Körper 
sind noch fast unerforscht, worauf in aufklärenden Mitteilungen über 
diesen Alkohol das Reichsgesundheitsamt wie auch der preußische 
Minister für Volkswohlfahrt?) hingewiesen haben. 


In Versuchen am Tiere (Kaninchen und Hund) ist durch Pohl?) fest- 
gestellt, daß ein Teil des aufgenommenen Isopropylalkohols zu Aceton 
oxydiert und ausgeatmet wird ft). 


In den nachfolgenden Versuchen wurde reiner acetonfreier Iso- 
propylalkohol®) verwendet, und zwar durchweg in Form eines etwa 
40 % igen künstlichen Schnapses, der als Alkohol lediglich diesen 


1) E. Rost und A. Braun, Arb. a. d. Reichsgesundheitsamt 57, 580, 1926. 

2) Reichs-Gesundheitsblatt 1926, S. 810. 

8) Julius Pohl, diese Zeitschr. 127, 66, 1922. 

4) Julius Pohl, Kraus- Brugsch, Spezielle Pathol. und Ther. inn. Krankh. 
9, I. Teil, 2. Hälfte, S. 1133, 1923. Nachtrag bei der Korrektur: H.C. Fuller 
und O. B. Hunter (Journ. Lab. clin. Med. 12, 326, 1927) wiesen bei ihrer 
physiologischen Untersuchung des Isopropanols an Tieren und am 
Menschen qualitativ Aceton nach. 

5) Marke C. A. F. Kahlbaum, rein, acetonfrei. Siedepunkt 81 bis 82°. 
Spezifisches Gewicht 0,784 bei 19°. Von der Acetonfreiheit des ver- 
wendeten Isopropylalkohols habe ich mich besonders überzeugt. 
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Propylalkohol enthielt, von gesunden Personen verschiedenen Alters 
vormittags zwischen 10 und 12 Uhr genossen, und zwar in Mengen von 
einmal 20 g (gleich 60 ccm Schnaps), bis herab zu 0,1 g und bei wieder- 
holter Zufuhr in Mengen von je 5g (gleich je 15 ccm Schnaps) in zwei- 
(einmal in drei-) stündigen Intervallen. Gleichzeitig mit dem isopropyl- 
alkoholhaltigen Schnaps wurde ein aus Butterbrot bestehendes Früh- 
stück mit Tee oder Wasser eingenommen. Wie später genauer vermerkt, 
wurde in einzelnen Versuchen je zu Beginn einer neuen Stunde erneute 
Flüssigkeit getrunken. Aufgefangen wurde der Harn in ein- bzw. mehr- 
stündigen Zwischenräumen und das Exhalat während 1 bis 2 Stunden 
in Vorlagen, die mit geeigneten Absorptionsflüssigkeiten (Normal- 
kalilauge + !/,, Normaljodlösung bis zur Gelbfärbung) gefüllt waren. 


Geprüft wurde der Harn auf Gegenwart von Isopropylalkohol, 
Aceton und Acetessigsáure, die Ausatmungsluft auf Aceton!). 


Die hierzu verwendeten Bestimmungsverfahren waren folgende: 


Zunächst wurde der Harn nach den Angaben von Messinger- 
Huppert?) der Destillation unterworfen. Hierbei wurde in der Regel 
von einer Harnmenge von 100 bis 120 ccm ausgegangen, oder, wenn die 
ausgeschiedene Menge Harn unter 100 ccm lag, dieselbe gemessen und 
mit destilliertem Wasser auf 100 bis 120 ccm vor der Destillation auf- 
gefüllt. Bei Harnen, bei denen nur geringe Mengen Aceton zu erwarten 
waren, wurde die Gesamtmenge des Harns der Destillation unterworfen. 


Qualitativ wurde der Nachweis des Acetons im Destillat mittels 
der Liebenschen Jodoformreaktion, der Legalschen Nitroprussid- 
reaktion sowie der Günningschen Jodoformprobe3) (mit Ammoniak 
und Jodtinktur) und der Frommerschen Salicylaldehydprobe*) geführt. 


Die quantitative Bestimmung des Acetons im Destillat erfolgte auf 
jodometrischem Wege, indem das Destillat zunächst mit Normal- 
kalilauge (30 ccm) und hierauf mit n/10 Jodlósung (25ccm) — zwecks 
Umsetzung des Acetons zu Jodoform — versetzt wurde. Der Über- 
schuß der Jodlösung wurde alsdann nach 5 Minuten langem Stehen 


1) Eine Ausscheidung von gepaarten Glykuronsäuren, die auch im 
Tierversuch (Otto Neubauer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 46, 133, 1901) 
gering und deutlich nur beim Kaninchen gefunden worden ist, ließ sich nicht 
nachweisen. Ebenso wies die Prüfung des Harns auf Ameisensäure in keinem 
Falle auf eine Vermehrung des Ameisensäuregehalts des normalen Harns hin. 

2) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 11. Aufl., 1, 254, 1910. 

8) Bardy, Journ. de pharm. et de chim., 5. Ser., 4, 30, 1881; Zeitschr. 
f. analyt. Chem. 24, 147, 1885; Bohrisch, Pharmazeut. Zentralhalle 1907, 
S. 181; C. Neuberg, Der Harn 1, 292, 1911. In der ersten Veröffentlichung 
(von Bardy) wird als Autor Günning auf Grund von privaten Mitteilungen 
(nicht aber Gunning) genannt. 

t) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 11. Aufl., 1, 250, 1910. 
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und nachfolgendem Ansäuern der Flüssigkeit mit verdünnter Salzsäure 
mittels n/10 Natriumthiosulfatlösung zurücktitriert und so die Menge 
der verbrauchten Jodlösung ermittelt (1ccm n/10 Jodlösung ent- 
spricht 0,967 mg Aceton, Stärkelösung als Indikator). 


Isopropylalkohol an sich kann zwar mit Jodlösung bei Gegenwart 
von Alkali Jodoform bilden; diese Umwandlung geschieht aber sehr 
langsam. Um eine Täuschung auszuschließen, wurde noch eine Ver- 
gleichsprüfung herangezogen, bei der im Destillat etwa vorhandener 
Isopropylalkohol nicht in Reaktion tritt. Es wurde nach dem Ver- 
fahren von O. Mayer!) gearbeitet, der die bekannte, für den Nachweis 
auch benutzte Eigenschaft des Acetons, mit Hydroxylamin Acetoxim 
zu bilden, zur Grundlage eines acidimetrischen Bestimmungsverfahrens 
verwendet hat. Die nach der Gleichung (CH,,CO + NH,OH. HO 
= (CH,,C: NOH + H,O + HC] entstehende Salzsäure wird mit 
n/10 Kalilauge titrimetrisch bestimmt (Leem n/10 Kalilauge ent- 
spricht 5,806 mg Aceton, Methylorangelösung als Indikator). 


Beide Methoden ergaben bei den nachstehend angegebenen Ver- 
suchen übereinstimmende Werte. In die folgende Tabelle wurden nur 
die auf jodometrischem Wege ermittelten Werte aufgenommen. Über- 
dies ist Isopropylalkohol im Destillat der untersuchten Harne — 
im Gegensatz zu den noch im Gange befindlichen Untersuchungen von 
Hundeharnen, über deren Ergebnis später zu berichten sein wird — 
nicht nachzuweisen gewesen. 


In allen unseren Versuchen ergab die Untersuchung der Harn- 
proben vor der Isopropylalkoholeinnahme den Acetonwert 0. Die 
entgegenstehenden Angaben der Literatur (vgl. z. B. M. Halpern und 
Anastazy Landau?) brauchten daher nicht berücksichtigt zu werden. 
Um zu prüfen, ob etwa, wie beim diabetischen Menschen die Aceton- 
ausscheidung mit Acetessigsäurebildung einhergeht und etwa eine 
primäre Änderung des Stoffwechsels mitbeteiligt ist, wurde der Harn 
auf die Anwesenheit von Acetessigsäure — jedoch stets mit negativem 
Ergebnis — geprüft. 

Im ganzen wurden angestellt 2] Versuche an vier verschiedenen 
gesunden Personen. Alle Einzelheiten, sowie die analytischen Befunde 
ergeben sich aus der nachstehenden Tabelle. 


Aus den angestellten Versuchen, in denen sich aus äußeren Gründen 
die Ausscheidung des Acetons in Harn und Ausatmungsluft restlos 
48 Stunden nicht verfolgen ließ, ergibt sich folgendes: 


1) Otto Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 104, 225, 1919. 
2) Halpern und Anastazy Landau, Über den Acetongehalt des Blutes 
und der Organe. Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 8, 466, 1906. 
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Übersicht über die Acetonausscheidung im Harn nach de 
Die Werte in Kursivdruck geben den errechn«: 


Ausgeschi eder . 


Wasser Ges 
Ner (ween isos i| 1. Stunde | 2. Stunde || 3. Stunde || 4. Stunde 5. Stunde 
per. je propyl. : Harns | Aces | Harns Ham» | Aces 
sonen | Stunde | alkohol |, ton |¡menge ton |menge| ton 
mg || ccm 


ccm 


0 0 91 0 | — 
0.33 0,82 | 
0 21 (110 ' 09 | 100 
0,97 | 100 | 0,82 
2 17 | 70 | 09 | 50 
0 1,13 
9 3,3 | A 3,3 | 140 
1 2,20 | 100 
1 28 | 40! 21 | 35 
32 11 | 55! 11l — 
| 
4,9 a 3,1 || 36 
88 || 90 | 4,4 || 150 
5,39 100 
7,5 | 150! 5,7 | 210 
100 | 3,80 100 
6 | 160 | 14.9 | 100 
¡14,18 | 100 Sai 
60 10,8 || 60 | 12,6 ' 50 
48 | 30| 65 22 
wë Zem 96 | 40 | 101 | 65 
12.5 ¡280 149.5 || 140 | 46 ' 400 
10,42 | 100 117,68|| 100 | 32,86: 100 
3 |150 u, 60 | 23, 22 
f 100 | 
23 | 29 E 6 1475 ER 200 
| f 100 | 21,09| 100 
1,8 | 110 , 88 | 80 | 6,5 | 50 
100 8.00. 
19. R. | 200 [3x5;¡230 | 99 | 220 24,2 | 100 | 15,5 | 120 
| 100 ge 100 11100 100 | 15,50 100 
20.R.| 206 18x5 120 | 256 ¡25,1 | 540 | 75,3 || 275 
| 10 Cu 100 | 9,80 100 | 13,95|| 100 
21.D.| 200 (3x5 Se 27.0 | 155 (15,7 ' 110 | 21,1 || 140 
ı 100 | 9,00 | 100 10,11 100 | 19,16 100 


0 Tun o = 
| 
1050 0 04 
38 :165 2 %3 
271 100 121 
1 | wé 09 - 
| — — — 
1,7 | 50 11 - 
6,2 Ces ges SS 
KR 
| 450 450 368 3 
5,71 8.18 1 
11,3 | m 15 jn 
dee 
9 | 9.4 m 
4,8 db 64 # 
14,6 | 60 | 12 > 
op 1285 |60 m 
19,00 | 100 | 21,05 
Be 90| 2 $ 
44 (.6 | Y 6 
= e j 
6,5 16 
db Kb 
24,7 155 94.8 M. 
20,58 | 16.00 1% 
40,6 Se 57.6 PA. 
14,76, 100 | 19,20 10) 
372 (310 '493 19! 
26,57 | 100 | 15,90 . 1/0 : 


Si In jedem Versuch wurde die Harnportion vor dem Trinken des Isopropylalkohols auf Acetontrr3et- 


+) Also nicht der ganzen 24 Stunden (außer Versuch 13 und 14). 
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inken von Isopropylalkohol *) (Stundenwerte in mg). 
ehalt an Aceton in je 100ccm Harn an. 


a Tage yu es Am zweiten Tage 
— al WS DO 
unde | 7. Stunde | 8. Stunde | 22. (23. od. 24.) bis zur 24. Std. TEE 
|| Harns | Aces || Harns | Ace» | Harns | Aces gag S Harn» Aces 
menge ` ton ||menge| ton menge ton no menge | ton 
| em mg ccin mg | ccm mg mg 
re er Sp 
j — | — || — |—_ [2u.24Std| 200| 0 (6,1) 
Ed 
) llio00|19 | — —k 22.u.24.Std. 210 | 0 (16,1) 
: | 
oo — | — | — |—3[2.0.24.std| 110| 0 (8,5) | 
— |- | - | - | -3 = (5,4) | 
E 
PS, re a Mie zo En (15,9) 
BR 110 | 42 || 350 | 7 22.u.24.Std.| 550| 0 (38,6) 
100 | 3,82| 100 | 2 
16,4 | 300 26,4 | — |—  [22.u.24.Std.| 120 4,5 (123,5) | 
880 100 880 | = x 2 | 
8,6 | v.6.—8.Std. 115 |9,5 |22.u.24.Std. (66,5) | 
2,25 | 100 18,26 | | | 
7,3 | 79158 | — |— |220.24std| 160 | (76,9) | 48.Std. | 240 | 2 
| | 100 3 | | 100 | 0,83 
20,0 | von 8. bis 24.Std. | 720 66,1 $| 92,5 24-45,Std. | — = 
Pol 100 cl | 
— | — | — | von 6. bis 24.Std. |1940 252,2/% | 308,7 | 48. Std. | 1040 | 26 
| 100 13,00 ` | 100 | 2,50 
i 40 | AB | — | — 122 u.24.5td. 350 24 (287,3) | 48. Std. 300 0 
| | D 100 | 6,86 
Bee 110] 18 (24,6) | 48.Std. | 90 0 
| | 5 100 1,64 | 
8. Std. — 180 | 35 3|22.u.24.Std.| 100 7,2 (202,3)  24.—48.Std. | 100 0 
| | 100 19,442 | | 
le e ls ANDAR 10 1865 (75,5) 955 | 34,1 
18,13 100 | 19,72 | 100 | 3,57 
Ai (130 27 | — | — [22.u.24.Std| — | — (175,8) — Si 
ba 100 20,77 | 
$6,3 | 250 549 | 110 28,50 | 24. Std. | 150 6,6 (358,6) | 50. Std. | 175 | 82 
18,42 100 2197 100 21,40 100 4,40 | 100 | 4569 
9,10, v.7.-9. Std. 240 110,6 || 24. Std. | 80 8,4 (218,4) | 48. Std. | 150 
Bag: | 100 | 4,42 | | 


hit mehreren der genannten Proben untersucht. 


30* 
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1. Der Isopropylalkohol wird auch beim Menschen zum Teil als 
Aceton im Harn und in der Ausatmungsluft ausgeschieden. Die Aus- 
scheidung im Harn begann in der ersten Stunde und ließ sich bei den 
größeren eingenommenen Mengen etwa bis zur 48. Stunde ziffernmäßig 
nachweisen. Die Ausscheidung in der Ausatmungsluft trat schon in 
der ersten Viertelstunde ein. 

2. Der Nachweis des Acetons im Harndestillat als Jodoform gelang 
noch nach Aufnahme von Isopropylalkohol in Mengen bis herab zu 
0,25 g. | 

3. Die ausgeschiedenen Mengen Aceton betrugen wenige Prozente, 
bezogen auf die eingenommenen Mengen Isopropylalkohol. 

4. Die Höhe der ausgeschiedenen Mengen Aceton konnte gesteigert 
werden durch reichliche Flüssigkeitsaufnahme; mit gesteigerter Durch- 
spülung des Organismus wurden unter den eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen im Stundenharn bis 100 mg nachgewiesen. Wurde gleich- 
zeitig reichliche Flüssigkeit zugeführt, so konnte auch noch nach Auf- 
nahme von nur 0,1g Isopropylalkohol Aceton im Harn ermittelt 
werden. — Nach Aufnahme von Isopropylalkohol in geteilten Gaben 
trat eine Superposition der im Harn ausgeschiedenen Acetonmengen ein. 

5. Acetessigsäure konnte im Harn nicht nachgewiesen werden; 
die Acetonausscheidung nach Isopropylalkoholaufnahme dürfte ohne 
Mitbeteiligung des Stoffwechsels vor sich gehen. 

6. Der Isopropylalkohol unterscheidet sich hinsichtlich seiner 
Umwandlung im Organismus wesentlich vom Äthylalkohol, der glatt 
und fast vollständig in Kohlensäure und Wasser verbrennt; der Iso- 
propylalkohol ist demnach hinsichtlich seiner Schicksale im Organismus 
einer besonderen Beurteilung zu unterziehen. 


Das Dioxyphenylalanin in den Kokons des Nachtpfauenauges 
Samia cecropia L. (Saturnidae). 


Von 
Hans Przibram und Hans Schmalfuß. 
Nach Versuchen von Hans-Paul Müller und Karl Spitzer. 


(Aus der Biologischen Versuchsanstalt der Akademie der Wissenschaften 
in Wien, Zoologische Abteilung, und aus dem Chemischen Staatsinstitut 
Hamburg, Universität.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1927.) 


Hans Przibram!) hat das Vorkommen von o-Dioxybenzolderivaten 
in Kokons der Nachtpfauenaugen (Saturnia) festgestellt. Hans Schmal- 
fuß und Hans- Paul Müller?) haben mit Hilfe einer besonderen Mikro- 
methodik ein o-Dioxybenzolderivat, nämlich Dioxyphenylalanin, aus 
den Flügeldecken von Maikäfern (Melolontha) isoliert. Deshalb war es 
aussichtsreich, in gemeinsamer Arbeit nun auch das o-Dioxybenzol- 
derivat aus Kokons zu isolieren und zu analysieren. Diese Unter- 
suchung steht auch im Zusammenhang mit den umfangreichen 
Forschungen Hans Przibrams und seiner Mitarbeiter „Über die Ursachen 
tierischer Farbkleidung‘‘?). Denn das o-Dioxybenzolderivat darf wohl 
als das Chromogen der ausgefärbten Kokons angesehen werden. Die 
Untersuchung ergab, daß das o-Dioxybenzolderivat der Kokons von 
Samia cecropia L., wie das der Maikäfer, Dioxyphenylalanin ist. 

Versuche. 

Bei der Isolierung des Dioxyphenylalanins diente uns die recht 

empfindliche?) Eisenchloridreaktion als Wegweiser. 


1) Diese Zeitschr. 127, 286, 1922; Arch. f. Entw.-Mech. 102, 624, 1924. 

2) Diese Zeitschr. 183, 362 bis 368, 1927. 

3) Arch. f. Entw.-Mech. 45, 1919 ff. 

4) H. Schmalfuß und H Werner, Fermentforschung 8, 122, 1924. 
Noch Leem einer m/13000 Dioxyphenylalaninlösung (gleich 0,000015 g 
in l ccm) gab auf Zusatz von Leem einer 0,01% igen Eisenchloridlösung 
eine noch wahrnehmbare Grünfärbung, die auf Zusatz von Ammoniak in 
Rot umschlug. 
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Extraktion des Chromogens. 


Vorversuche ergaben, daß sich Wasser — nicht Methylalkohol wie 
bei den Maikäfern — am besten eignete, das Chromogen aus den Kokons 
von Samia cecropia L. zu extrahieren. 


Mit Hilfe der kolorimetrischen Methode zur Bestimmung von 
o-Dioxybenzolderivaten nach O. v. Fürth!) stellten wir fest, daß beim 
Eindampfen des Kokonextraktes in der Hitze, offenbar unter dem 
Schutze von Begleitstoffen, kaum Dioxyphenylalanin verloren ging. 
Deshalb arbeiteten wir in folgender Weise: Es wurden jeweils 
auf einmal etwa 200 g Kokons in einem Rundkolben mit kochendem 
Wasser bedeckt?). Dann wurde noch 5 Minuten lang gekocht und darauf 
filtriert. Es wurden so aus 870g Kokons 17 Liter Extrakt erhalten, 
die im luftverdünnten Raum eingedampft wurden. Aus dem Ein- 
dampfrückstand konnte das Chromogen nun mittels 2800 ccm siedenden 
Methylalkohols extrahiert werden. Die methylalkoholische Lösung 
wurde filtriert und mit dem gleichen Volumen Äther versetzt. 


Die niedergeschlagenen Begleitstoffe wurden abfiltriert. Dann 
wurde das Filtrat im luftverdünnten Raum eingedampft. Der Rückstand 
wurde mit so wenig Wasser ausgezogen, wie zur Lösung des Dioxy- 
phenylalanins ausreichte. Wenige Tropfen des klaren Filtrats färbten 
sich mit Eisenchlorid stark grün. Die Farbe schlug auf Zusatz von 
Natriumcarbonatlösung in Rot um. 


Isolierung des Chromogens als Carbonat. 


Das Dioxyphenylalanin wurde in genau der gleichen Weise, wie es 
in der Arbeit von Hans Schmalfuß und Hans- Paul Müller?) angegeben 
ist, als Carbonat mit Hilfe von Phosgen isoliert. 


Das Carbonat fiel als voluminöser hellgelber Niederschlag aus. 
Die Ausbeute betrug etwa 0,8g. Da die Fällung fast quantitativ verlief, 
darf der Gehalt der Kokons an Dioxyphenylalanin auf etwa 0,1%, 
geschätzt werden. 


Nach dem Trocknen wurde das Carbonat pulverisiert und mittels 
Wasser, Alkohol und Äther quantitativ ausgewaschen. Das Produkt 
war nahezu farblos und hinterließ bei der Verbrennung keine Asche. 


Das Carbonat zersetzte sich, ebenso wie das synthetische Carbonat 
der 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsáure, bei 206% Auch ein 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 116, 1900; Hofmeisters Beitr. 1, 244, 
1902. 

2) Um eventuell vorhandene störende Fermente unschädlich zu machen. 

3) Diese Zeitschr. 193, 366ff., 1927. 


Dioxyphenylalanin in den Kokons des Nachtpfauenauges. 469 


Gemisch dieser beiden Substanzen zersetzte sich bei derselben Tem- 
peratur!). 


Elementaranalyse. 
I. 0,005146g Substanz: 0,010133g CO, 0,001930g H,O. 
II. 0,005276 g „ 0,010386 g CO, 0,001920g H,O. 
III. 0,006881 g eg 0,363 ccm N, (16°, 777 mm). 


IV. 0,012076 g 5 0,634 ,, N, (169 776 ,, ). 
Berechnet für Dioxyphenylalanincarbonat Ce Dat N 
C 53,80% H 4,07% N 6,28 % 
Gefunden: I. C 53,71% H 4,20% 
II. C 53,69%, H 4,07% 
III. N 6,37% 
IV. N 6,33% 


Molekulargewichtsbestimmung. 
[Im Depressimeter nach Eykman?)]. 
I. 0,0096 g Substanz in 2,5874 g Phenol. Depression 0,1240, 
II. 0,0088 g ep „ 2,3928 g 2 > 0,1259, 
Berechnet: 223. . Gefunden: I. 215,4, II. 211,8. 


Der Konstitutionsbeweis wurde in derselben Weise wie in der 
früheren Arbeit?) durchgeführt, nämlich durch Abbau zu Protocatechu- 
säure, Verseifung des Carbonats zu o-Dioxyphenylalanin und Nachweis 
der a-Stellung der Aminogruppe durch die Reaktion von E. Waser und 


E. Brauchli*). 
Ergebnis. 


Aus den Kokons des Nachtpfauenauges Samia cecropia L. wurde 
3, 4-Dioxyphenylalanin, ein Pigmentbildner, isoliert. 


1) Wegen der sehr erheblichen Schwankung der Lage der Zersetzungs- 
punkte je nach der Art des Erhitzens wurden Zersetzungspunkte und 
Mischzersetzungspunkte stets nebeneinander im gleichen Bad bestimmt. 

2) Houben, Die Methoden der organischen Chemie 1, 931, 1925, 
Thieme, Leipzig. 

3) Diese Zeitschr. 188, 362ff., 1927. 

4) Helv. 7, 481, 1925. 


Über Leichenwachs. 


Von 
S. Goy (Königsberg i. Pr.). 
(Aus dem Untersuchungsamt der Landwirtschaftskammer für Ostpreußen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1927.) 


In Band 131, Heft 1/2 dieser Zeitschrift wurde von uns úber die 
eingehende chemische Untersuchung von Leichenwachs berichtet, 
welches von zwei verschiedenen Leichen stammte. Inzwischen ist noch 
das Leichenwachs einer dritten Leiche in gleicher Weise untersucht 
worden. Um die Veränderungen kennenzulernen, welche mit den 
Leichenwachsen frischem Leichenfett gegenüber vor sich gehen, wurde 
auch eine Probe Menschenfett in derselben Weise untersucht. Über 
die chemischen Konstanten gibt folgende Zusammenstellung eine 
Übersicht: 


| | Leichenwachs 

nen aaa 

| | 1 | 2a | 2b | 3 
Ammoniak . ...... | — 0,18 % — — 0,45 % 
Refraktometerzahl des 

Fettes b.40 ..... 1 504 32,5 31,7 31,8 |nicht flüssig 

Verseifungszahl . . . . . 200,2 225,7 231,1 229,3 198,5 
Sáurezabl. . ... | 84 194,9 168,8 163,1 186,1 
Reichert-Meißl-Zahl . . . ` 1,3 13,62 12,38 12,77 1.47 
Jodzahl. . . . 22.2.2. 6 56,9 57,6 58,8 40.8 


69, 
Ölsäureausder Jodzahlber. | 77,4% || 82% | 41% 64,9 45% 
Mittleres Molekulargewicht 
der Gesamtfettsäure . 289,1 246,7 230,3 232,2 277 
Mittleres Molekulargewicht 
der wasserlislichen flúch- 
tigen Fettsáure . . . . 
Mittleres Molekulargewicht 
der wasserunlosl. flúch- 
tigen Fettsáure . . . . 


128,3 | 118,6 124,7 128,4 130 


A u e e M AA nat 


193,1 | 205,5 309 317 246 


Die Leichenwachse 1, 2a und 2b sind bereits in dem angeführten 
Aufsatz beschrieben, das Leichenwachs 3 und das Leichenfett sind nach 
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genau denselben Methoden untersucht worden wie die schon be- 
schriebenen Proben. | 

Aus der Zusammenstellung geht hervor, daß die wichtigste Ver- 
änderung der Leichenwachse gegenüber dem frischen Fett eine außer- 
ordentliche Zunahme der freien Fettsäuren ist. Diese ist in allen Fällen 
zu beobachten, auch Tschirch und Mitarbeiter (Referat in der Süd- 
deutschen Apothekerzeitung Nr. 85, 1926) finden eine solche als die 
hervorstechendste Veränderung des Leichenwachses. Aus der hohen 
Säurezahl ergibt sich, daß bei der Leichenwachsbildung die Glyceride 
der Fettsäuren, die ja die Fette sind, aufgespalten werden. Da Glycerin 
wasserlöslich ist, ist sein alsbaldiges oder späteres Verschwinden er- 
klärlich. Neben dem Ansteigen der freien Fettsäuren geht eine Ver- 
ringerung der Jodzahl einher. Das zeigt an, daß eine Verschiebung der 
Menge der ungesättigten Fettsäuren — Ölsäure — zugunsten der ge- 
sättigten Fettsäuren, die ja kein Jodaufnahmevermögen mehr besitzen, 
einhergeht. Unsere Beobachtungen stimmen auch hier mit den schweizeri- 
schen Beobachtungen überein. Ob allerdings sich diese Verringerung 
der Ölsäure nur aus ihrer Hydrisierung erklären läßt, oder ob die 
Ölsäure als bei gewöhnlicher Temperatur flüssig leichter aus dem Fett 
abfließt oder ausgespült wird und die härteren Fettsäuren übrigbleiben, 
geht dabei nicht mit Sicherheit hervor. Die Abnahme der Ölsäure ist 
jedenfalls sehr erheblich. Daß auch sonst ein Umbau der Fettsäuren 
vorkommt, zeigt die Reichert-Mesfl-Zahl, die stark erhöht werden 
kann, so. daß sie auf den halben Wert von Butter kommt, während sie 
im frischen Fett nur sehr gering ist. 


Notiz über die quantitative Bestimmung 
. von Diacetyl und Acetylmethylcarbinol. 


Von 
C. B. van Niel. 


(Aus dem Laboratorium für Mikrobiologie der Technischen Hochschule 
in Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1927.) 


Das Acetylmethylcarbinol (Dimethyl-ketol, CH,CHOHC OCH,) 
als Produkt des bakteriellen Stoffwechsels hat in der letzten Zeit 
mehrfach Berücksichtigung gefunden. 


Zuerst wurde dieser Stoff von Harden und Walpole!) bei der Zucker- 
vergärung durch B. lactis aerogenes nachgewiesen und später als die Ursache 
der Voges-Proskauerschen Reaktion erkannt, die eine überaus wichtige 
Rolle bei der Differentialdiagnose zwischen B. coli und B. aerogenes spielt. 
Seitdem hat man dieses Produkt auch bei vielen anderen Gärungsprozessen 
angetroffen. Es sei hier nur erinnert an das Auftreten von Acetylmethyl- 
carbinol (Acetoin) 1. bei der Gärung der Hefe in acetaldehydhaltiger Lösung ?); 
2. unter den normalen Stoffwechselprodukten bei der Zuckervergärung 
durch Aerobac. polymyxa®);3. bei der Zuckervergärung durch Hefe und durch 
heterofermentative Milchsäurebakterien, wenn die Flüssigkeit während 
der Gärung stark durchlüftet wird*); 4. im Gárungsessig*). Die Visser 
’t Hooftsche Untersuchung wurde Anleitung, daß im Niederländischen 
„Azijnbesluit‘“®) die Anwesenheit des genannten Stoffes in bestimmten 
Essigarten gefordert wird. 


1) A. Harden und G. S. Walpole, Proc. Roy. Soc., Ser. B, 77, 399, 1906. 

2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 148, 553, 1923. 

8) H.J. L. Donker, Tijdschr. v. Vergel. Geneesk. 9, 1 (VII), 1924; 
Bydrage tot de kennis der boterzuur-, butylalcohol. en acetongistingen. 
Diss. Delft 1926. 

t) A. J. Kluyver und H.J. L. Donker, Kon. Akad. v. Wetensch. 83, 
915, 1924; A.J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser 't Hooft, diese 
Zeitschr. 161, 361, 1925; G. Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 425, 
1926. 

6) F. Visser ’t Hooft, Chem. Weekblad 22, 272, 1925; Die deutsche 
Essigind. 29, Nr. 35 und 36. 

6) Staatsblad van het Koninkr. der Nederlanden Nr. 214, 26. Juni 1926. 
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In den genannten Fällen wurde das Acetylmethylcarbinol meistens 
mittels der ursprünglichen oder abgeänderten Lemoigneschen Reaktion 
nachgewiesen. Diese Methode, welche den Nachweis von ganz geringen 
Mengen dieser Substanz gestattet!), gibt aber bei den beschriebenen 
Ausführungen keineswegs quantitative Ausbeuten, wie ein orientierender 
Versuch ergab. Ich habe deshalb den Chemismus dieser Reaktion 
etwas näher studiert, mit dem Zwecke, die Bedingungen kennenzu- 
lernen, unter denen eine quantitative Überführung von Methylacetyl- 
carbinol in das Nickeldimethylglyoxim erfolgt. 


Bekanntlich kann man die Lemoignesche Reaktion in die folgenden 
Stufen zerlegen: 


l. Oxydation des Acetylmethylcarbinols mittels FeCl, zu Diacetyl. 
2. Überführung des Diacetyls in Dimethylglyoxim. 

3. Fállung des Dimethylglyoxims als Nickelsalz. 

Betrachten wir zunächst die dritte Stufe. 


In der anorganisch-chemischen Analyse wird diese Reaktion 
benutzt zur quantitativen Bestimmung des Nickels. Inwieweit aber 
die Reaktion auch umgekehrt zu verwenden wäre zur quantitativen 
Bestimmung des Dimethylglyoxims, war mir nicht bekannt. Deshalb 
stellte ich einige Versuche an mit durch Umkristallisieren aus Alkohol 
gereinigtem Dimethylglyoxim, welches im Vakuum über Schwefel- 
säure getrocknet war. Eine abgewogene Menge der Substanz wurde 
versetzt mit 2ccm 10% igem NCL, 3ccm 20 %igem Na-Acetat und 
25ccm HO Die Flüssigkeit wurde zum Sieden erhitzt, während 
einiger Minuten aufgekocht und dann durch einen gewogenen Glas- 
filtertiegel (Schott G. 3 5/7) filtriert, mit heißem Wasser gewaschen 
und bei 110°C getrocknet. Das eindeutige Resultat dieser Versuchs- 
serie war, daß Dimethylglyoxim unter diesen Umständen quantitativ 
als Nickelsalz ausfällt. (Vgl. Tabelle 1). 


1) Die empfindlichste Ausführung dieser Reaktion besteht darin, daß 
man die Acetylmethylcarbinol enthaltende Flüssigkeit nach Zufügung von 
FeCl, langsam destilliert und das Destillat auffängt auf einer Mischung von 
Hydroxylaminchlorid-Natriumacetat-Nickelchloridlösung. Wenn man die so 
erhaltene Flüssigkeit, die aus zweischarf getrennten Schichten besteht, längere 
Zeit sich selbst überläßt, so entsteht bei Anwesenheit von ganz mini- 
malen Mengen des Carbinols ein aus den typischen dichroitischen Nadeln 
des Nickeldimethylglyoxims zusammengesetzter Ring. Diese Anordnung 
gibt manchmal eine deutlich positive Reaktion, wenn die von Kluyver, 
Donker und Visser ’t Hooft vorgeschlagene Ausführung auf ein Fehlen 
dieses Stoffes schließen läßt. Bisweilen kann man ein positives Ergebnis 
im letzten Falle auch noch herbeiführen, wenn man das Reaktionsgemisch 
mehrere Minuten im Sieden beläßt. Die ‚„Ringreaktion‘“ ist aber doch 
wesentlich empfindlicher. 
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Tabelle I. 


Abgewogene Menge Gewicht des Nickelsalzes 


Dimethylglyoxim Gefunden Berechnet 
mg 


An zweiter Stelle wurde nun untersucht, inwieweit eine quantitative 
Überführung des Diacetyls in Dimethylglyoxim herbeizuführen sein 
würde. Zu diesem Zwecke wurde zuerst als einfache Methode die 
Titration der bei der Reaktion frei gewordenen Salzsäure gewählt!). 


428,1 mg einer konstant bei 88°C siedenden Fraktion des 
Kahlbaumschen Präparats wurden zu 50 ccm mit H,O verdünnt. Von 
dieser Lösung kamen jedesmal 5ccm zur Verwendung. Die benutzte 
20%ige Hydroxylaminchloridlösung war vorher genau auf Methyl- 
orange neutralisiert. 


5ccm der Diacetyllósung wurden mit wechselnden Mengen 
Hydroxylaminchlorid versetzt und in gut verschlossenen Kölbchen bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Der Einfluß einer Temperatur- 
steigerung wurde untersucht durch eine Erwärmung auf 60°C während 
einer Viertelstunde (Versuch 2, Tabelle II) oder während längerer Zeit 
(Versuch 5, Tabelle 11). Aus den Zahlen der Tabelle II kann man 
schließen, daß die Reaktion zwischen Diacetyl und Hydroxylamin 
bei gewöhnlicher Temperatur sehr langsam vor sich geht, und daß eine 
Temperatursteigerung, wie dies auch zu erwarten war, beschleunigend 
wirkt. 


Tabelle II. 


N ll ccm n/10 NaOH nach 
r.i - 


°C 1, Std. | 1 std. | 2 Std. | 4 Std. 5 Std. | 7 Std. | 10 Std. | 20 Std. 


1 7,85 | 8,05 

/, Std. 60, 
al 1 | N, — | — | 770 | 8,50 | 8,60 9,05 
al 2 16 — | — | 740 | 8,90 | 9.00 = 
d 3 16 — | — |815 | 915 | 925 Ge 
sl 5 60 | 8,65 1925 | 930 | — | — Er 


Die theoretische Menge ist 10,0 ccm. 


1) Vgl. die Acetonbestimmung von M. Marasco, Ind. a. Eng. Chem. 
18, 701, 1926. 


Bestimmung von Diacetyl und Acetylmethylcarbinol. 475 


Dieser Versuch versprach gute Resultate beim Arbeiten bei 
höherer Temperatur, während gleichzeitige Zufügung einer Puffer- 
lösung, wie z. B. Natriumacetat, auf Grund theoretischer Überlegungen 
angebracht schien. 


Es wurde dann ein Versuch angestellt, wobei wechselnde Mengen, 
sowohl der Hydroxylaminchloridlösung wie auch der Natriumacetat- 
lösung, zur Verwendung kamen. Es stellte sich heraus, daß in den 
Kölbchen, welche nach gutem Verschluß mit Gummistopfen während 
einer Stunde bei 75 bis 80°C gehalten wurden, ein Auskristallisieren 
des gebildeten Oxims stattfand, das schwer wieder in Lösung zu bringen 
war und unter Umständen einen bedeutenden Verlust verursachen 
konnte, weil die feinen, farblosen Kriställchen leicht übersehen werden 
können. Deshalb wurde dazu übergegangen, das Nickelchlorid gleich- 
zeitig mit den übrigen Reagenzien zuzufügen. Es gelingt leicht, den 
deutlich erkennbaren roten Niederschlag quantitativ auf das Filter 
zu spülen. Eine ganz geringe Menge, welche bisweilen fest an der Glas- 
wand haften bleibt, kann man in einem Tropfen verdünnter Salz- 
säure lösen und dann mit überschüssigem Natriumacetat wieder aus- 
fällen. Eine Vergleichsserie, in der Weise angestellt, daß zu einem Teil 
der Kölbchen direkt die Nickelchloridlösung zugefügt wurde, bei dem 
anderen Teil diese Zugabe erst nach Beendigung der Dimethylglyoxim- 
bildung erfolgte, ergab in beiden Reihen: genau dasselbe Resultat. 


Für die weiteren Versuche wurde Diacetyl benutzt, welches nach der 
Methode von Diels und Stephan!) hergestellt worden war. Es wurden zuerst 
einige Versuche angestellt, um zu ermitteln, welche Temperatur die besten 
Ausbeuten lieferte und wieviel Zeit die Reaktion zur Beendigung in Anspruch 
nehmen würde. Als Beispiele seien nachfolgende Zahlen angeführt 
(Tabelle III). 


Tabelle III. 
Das Diacetyl (für jeden Versuch: 58 mg) wurde in 25 ccm H,O mit 3 ccm 
20% iger NHOH . HCI, Beem 20% igem Na-Acetat und 2ccm 10% igem 
NiCl, versetzt. 


| Gewicht des 
Nr. | Bedingungen Ni+Salzes 
bg nand Mer 
1 1/, Stunde bei die 72,7 
2 2/9 n n 60° 84,6 
3 Lo de „ 600 91,1 
4 | > 9 gr 750 93,2 
DR g „ 80° 95,3 
6 | lo,» e 800 97,0 
la? 90° 96.9 


Berschuet 97,3 mg. 


1) Diels und Stephan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4337, 1907. 
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Aus diesem Versuch geht hervor, daß man für eine schnelle Be- 
stimmung am besten die Temperatur bis auf etwa 80°C steigert und 
die Einwirkung etwa 1 Stunde dauern läßt. Man bekommt in diesem 
Falle eine quantitative Ausfállung des Diacetyls als Nickeldimethyl- 
glyoxim. 

Aus späteren Versuchen ging hervor, daß die Konzentration der 


Reagenzien zwischen ziemlich weiten Grenzen schwanken kann. Am 
besten nimmt man auf etwa 100 mg Diacetyl: 


2 cem NH,OHHCI (209%, ige Lösung), 
3bis5 ,, Na-Acetat (20 „ su 
Tage. ¿NICE (10 , POE ° 


Schließlich wurde noch untersucht, ob sich das Acetylmethyl- 
carbinol durch einfache Destillation mit FeCl, quantitativ in Diacetyl 
überführen läßt. Das Ausgangsprodukt wurde durch Reduktion des 
Diacetyls hergestellt!) und kam sogleich nach der Destillation zur Ver- 
wendung. Einige Tropfen des Destillats wurden in einer vorher gewogenen 
Menge Wasser aufgefangen, das Gewicht des Acetylmethylcarbinols 


Tabelle IV. 
50 ccm der Acetylmethylcarbinollösung enthalten 0,6182 g dieser Substanz. 


| Gewicht des Nickels 


dimethylglyoxims 
Nr. | Zusammenstellung der Destillationsflüssigkeit ea Keel 
E ere Ba 
1 | 2ccm der Lösung + 50cem H,O + Beem | 
1 20% Fels... 0.0... .«..«....«. . 
2 3 ccm der Lösung + 50 eem H,O + Beem 
MA 59,2 60,8 
3 | Beem der Lösung + eem H0 + 5 cem 
a: a Bellas a äere e 98,7 101,4 
4 | 3cem der Lösung + 50ccm Hefenwasser 
+ 50 com 20% Fell . . ....... 58,3 60,8 
5 Beem der Lösung + 50 cem Hefenwasser 
| + 50 cem 20% Fell . . 2 2.2 22.0. 99,0 101,4 
6 3ccm der Lösung + 2%ige Peptonlösung 
+ 50 ccm 20%, Fell; . . . » 2 2 2.0. 58,5 60,8 
T eem der Lösung + 2%,ige Peptonlösung 
| +50 com 20% Fell; . ........ 98,9 101,4 


1) Diels und Stephan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4336, 1907. 
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durch nochmalige Wägung ermittelt, die Lösung auf ein bekanntes 
Volumen gebracht, und dann wurden wechselnde Mengen dieser Lösung 
einer Destillation mit FeCl, unterworfen. Die Destillation wurde 
so lange fortgesetzt, bis etwa drei Fünftel des Volumens übergegangen 
waren, und das Destillat wurde aufgefangen in der Hydroxylamin- 
Natriumacetat-Nickelchloridlösung. Dann wurde das Kölbchen auf die 
übliche Weise verschlossen und während 1 Stunde im Wasserbad bei 
80 bis 90°C untergetaucht gehalten. Aus diesen Versuchen läßt sich 
schließen, daß auf die beschriebene Weise eine quantitative Bestimmung 
des Acetylmethylcarbinols mit für die meisten Zwecke hinreichender 
Genauigkeit möglich ist, auch wenn dieses Produkt nicht in rein 
wässeriger Lösung vorliegt (Tabelle IV). 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode beschrieben, die eine quantitative Bestimmung 
von Diacetyl und Acetylmethylcarbinol mit hinreichender Genauigkeit 
gestattet. 


Zur Bestimmung des Diacetyls wird die betreffende Flüssigkeit, 
welche vorzugsweise schwach sauer reagieren soll, langsam destilliert 
und das Destillat aufgefangen in einer Mischung, welche für je 100 mg 
Diacetyl etwa 2ccm 20%iger Hydroxylaminchlorid-, 3 bis 5ccm 
20 %,iger Natriumacetat- und 1 bis 2 ccm 10 % iger NiCl,-Lösung enthält. 
Wenn ungefähr drei Fünftel der ursprünglichen Flüssigkeit ab- 
destilliert sind, wird das Kölbchen mit dem Destillat verschlossen 
und während 1 Stunde in einem Wasserbad, das auf einer Temperatur 
von 80° C gehalten wird, untergetaucht. Dann läßt man etwas abkühlen, 
damit der Überdruck herabgesetzt wird, und spült nach dem Öffnen 
den Niederschlag, welcher sehr leicht filtrierbar ist, auf ein gewogenes 
Filter. Sehr gut haben sich die Schottschen Glasfiltertiegel G 3 5/7 
bewährt. Nach dem Auswaschen mit heißem Wasser wird bei 110°C 
getrocknet. 


Gewicht des Diacetyls = 0,596 x Gewicht des Niederschlags. 


Für die Bestimmung des Acetylmethylcarbinols verfährt man in 
der gleichen Weise, nur wird vor dem Abdestillieren ein Überschuß 
an FeCl, zu der Flüssigkeit zugegeben. 


Gewicht des Acetylmethylcarbinols = 0,610 x Gewicht des Niederschlags. 


Wenn ein Gemisch von Diacetyl und Acetylmethylcarbinol vor- 
liegt, so führt man am besten zwei Bestimmungen aus, die eine ohne, 
die zweite mit FeCl,. Aus der Differenz läßt sich dann die Menge der 
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beiden Stoffe leicht berechnen. Diese Methode ist genauer als eine 
Bestimmung des Acetylmethylcarbinols nach vorheriger Abdestillarion 
des Diacetyls, weil das Acetylmethylcarbinol ebenfalls flüchtig ist. 
so daß ein Teil desselben schon bei der Destillation ohne FeCl mit 
übergeht. Weil das Acetylmethylcarbinol aber bei der späteren Ver- 
arbeitung nicht in ein unlösliches Produkt übergeführt wird. so wird 
die Diacetylbestimmung durch eine geringe Menge des Carbinols nicht 
beeinflußt. 


Zum Schluß möchte ich Herm Professor Dr. A. J. Kluyrer für sein 
dauerndes Interesse auch an dieser Stelle meinen herzlichen Dank aus- 
sprechen. 


Über den Stoffwechsel der Leucocyten. 


(Bemerkungen zu der Arbeit von W. Fleischmann und F. Kubowitz, 
diese Zeitschr. 181, 395, 1927.) 


Von 
A. Bakker, Ginneken (Niederlande), 


damaliger Assistent am Physiologischen Institut Groningen. 


(Eingegangen am 27. Juni 1927) 


Die Verfasser, welche meine Resultate!) betreffs Atmung und Anoxy- 
biose der weißen Blutzellen mit dem WYarburgschen manometrischen 
Verfahren nachprüften, konnten gleichfalls eine starke anoxybiotische 
Milchsäurebildung feststellen. Sie teilen dabei jedoch mit, daß sowohl die 
Atmung als die Gärung weitaus größer sind als die von mir mitgeteilten 
Werte, die Atmung rund zehnfach größer. Durch äußere Verhältnisse habe 
ich von dieser Arbeit erst jetzt Kenntnis nehmen können; um mögliche 
weitere Mißverständnisse und Fehlschlüsse vorzubeugen, sei mir eine kurze 
Berichtigung in dieser Zeitschrift gestattet. 

Der große Unterschied zwischen den von mir und von den genannten 
Autoren mitgeteilten Werten ist nur ein scheinbarer und rührt davon her, 
daß die Verfasser ihre Zahlen auf Milligramm Trockensubstanz berechnen, 
meine Werte jedoch pro Kubikmillimeter (also nahezu pro Milligramm) 
lebendiger Substanz gelten. Wenn man dem Rechnung trägt, so sieht man, 
daß die Werte, wenn auch nach verschiedener Methodik erhalten, ziemlich 
gut übereinstimmen. 

Die betreffenden Verhältnisse zwischen Atmung und Milchsäure- 
bildung wurden von mir wiederholt in übereinstimmender Weise festgestellt. 
Dazu bedenke man, daß die Werte für die Anoxybiose, wie ich dieselben 
mit der tonometrischen Methode fand, allem Anschein nach noch ein wenig 
zu niedrig sind, erstens infolge des bekannten Mangels der Kroghschen 
Mikrogasanalyse betreffs der Kohlensäurebestimmung, zweitens, weil 
vielleicht bei der allmählich erhöhten Kohlensäurespannung letztere nicht 
mehr genau der anoxybiotischen Milchsäurebildung folgt. 

Es kann denn auch kein Zweifel daran bestehen, daß die weißen Blut- 
zellen Verhältnisse aufweisen, wie sie von Warburg ursprünglich als lediglich 
für ungeordnet wachsende Tumorzellen spezifisch betrachtet wurden. 


1) Dissertation, Groningen 1926; Arch. Neerland. de Physiol. 11, 234, 
1926. 
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Über den Stoffwechsel der Leucocyten. 


Erwiderung auf vorstehende Notiz. 


Von 
Otto Warburg. 


(Eingegangen am 28. Juni 1927.) 


Die Zahlen von Bakker sind folgende: 

Seite 61 seiner Arbeitt). 1000 emm Leucocyten verbrauchen in 
4 Stunden 320 cmm Sauerstoff. Also verbraucht 1 cmm Leucocyten 
pro Stunde 0,08 cmm Sauerstoff oder 1 mg Leucocyten (Trockensubstanz) 
rund viermal soviel, das ist 0,32 cmm Sauerstoff. 

Seite 70 seiner Arbeit1). 200 emm Leucocyten verbrauchen in 
21, Stunden 43 cmm Sauerstoff. Also verbraucht 1 cmm Leucocyten 
pro Stunde 0,086 cmm Sauerstoff oder Img Leucocyten (Trocken- 
substanz) rund viermal soviel, das ist 0,34 cmm Sauerstoff. 

Wir finden?), daß die Exsudatleukocyten pro Stunde und Milli- 
gramm Trockensubstanz nicht 0,3, sondern 4 bis 5cmm Sauerstoff 
verbrauchen. Der Unterschied zwischen Bakkers Werten und den 
hier gefundenen ist also kein scheinbarer wie Bakker annimmt, 
sondern ein wirklicher. Der Fehler in Bakkers Messungen beträgt 
rund 1000 %. 


!) Dissertation, Groningen 1926. 
2) W. Fleischmann und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 


Über die enzymatische Umwandlung von Hexose- di-phosphat 
in Hexose - mono - phosphorsäure - ester und die enzymatische 
Synthese von Hexose-di-phosphat aus Hexose.mono-phosphat. 


Von 
C. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Das Hexose-di-phosphat hat wiederholt als Substrat für enzy- 
mologische Versuche gedient. Schon A. Harden und W.J. Young 
haben gefunden, daß diese Substanz durch ein in der Hefe vorhandenes 
Ferment in Zucker und anorganisches Phosphat zerlegt wird!). Sie 
haben diese Beobachtung zur Grundlage ihrer bekannten Theorie 
gemacht, gemäß der bei der alkoholischen Zuckerspaltung von zwei 
in Reaktion tretenden Zuckermolekülen das eine di-phosphoryliert 
und das andere gleichzeitig vergoren wird; darauf soll der Hexose- 
di-phosphorsäure-ester wieder vollkommen de-phosphoryliert werden 
und sein Zuckeranteil von neuem in den Kreisprozeß der hälftigen 
Vergärung, der Phosphatbindung sowie der nachfolgenden Phosphat- 
ablösung gelangen. Auch in anderen Zellarten!) sind Phosphatasen 
nachgewiesen, die auf das Hexose-di-phosphat eingestellt sind, z. B. in 
Pflanzensamen, in Blättern, in Bakterien sowie in den Organen und 
Gewebsflüssigkeiten des Tierkörpers. 

In Untersuchungen über die rein chemische Hydiolyse der Hexose- 
di-phosphorsäure, die der eine von uns (Neuberg) vor längerer Zeit 
ausgeführt hat?), ist gezeigt worden, daß die beiden Phosphorsäure-reste 
eine verschiedene Haftfestigkeit im Molekül des Hexose-di-phosphats 
besitzen. Auf Grund dieser Tatsache war es möglich, eine partielle 
De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats zu einem bis dahin 
unbekannten Hexose-mono-phosphorsäure-ester durchzuführen?). Auch 
dieser durch künstlichen Abbau des Di-phosphats gewonnene Mono- 
phosphorsäure-ester ist dem enzymatischen Zugriff noch zugänglich. Es 


1) Literatur s. bei C. Neuberg und E. Simon, „Phosphatasen“ in Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, S. 615, 1927. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr 88, 432, 1918. 


31* 


482 Re Neuberg u. J. Leibowitz: 


hat sich ergeben, daß er durch tierische!) wie pflanzliche?) Phosphatase 
zerlegt wird. 

Nach allen unseren Kenntnissen über den Verlauf enzymatischer 
Prozesse durfte man annehmen, wie es schon in der Mitteilung von 
M. Tomita (Lei aus dem hiesigen Institut ausgesprochen worden ist. 
daß auch die biologische Entfernung von Phosphorsäure aus dem 
Di-phosphat in Absätzen vollzogen wird, d.h. daß nicht die beiden 
Phosphorsäure-reste gleichzeitig von dem Enzym in Freiheit gesetzt 
würden. Hiergegen sprach ja bereits unsere erwähnte, bei der rein 
chemischen Aufspaltung gemachte Erfahrung. Auffallenderweise finden 
sich aber keine experimentellen Hinweise unter den zahlreichen 
Daten über die enzymatische Zerlegung des Hexose-di-phosphorsäure- 
esters, die auf die Möglichkeit seines partiellen fermentativen Abbaues 
hindeuten. In der Kohlenhydratreihe ist wiederholt mit Erfolg bei 
einfacheren Gebilden durch geeignete Wahl des biologischen Kata- 
lysators eine gestufte Hydrolyse an der Verbindungsstelle zwischen 
dem Kohlenhydratanteil und einem angefügten anorganischen Rest 
erreicht worden, so bei der Rohrzucker-phosphorsäure, die sich unter 
Erhaltung des Saccharose-komplexes durch tierische Phosphatase 
de-phosphorylieren läßt®), während umgekehrt durch ein Hefen-enzvm 
die Spaltung in Fructose und Glucose-phosphorsäure durchführbar 
ist®). Da, wie bemerkt, die Taka-Diastase eine sehr kräftige Phosphatase 
beherbergt, so haben wir zunächst mit diesem Enzym die partielle 
De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats versucht und sie tat- 
sächlich verwirklichen können. 

Für diese Zwecke war es notwendig, ein garantiert reines und 
zugleich gut lösliches Salz der Hexose-ds-phosphorsáure zu verwenden; 
ein solches Material liegt in dem Magnesiumsalz vor, das man aus dem 
unlöslichen und einheitlichen Calciumsalz des Hexose-di-phosphats 
nach der Vorschrift von C. Neuberg und S. Sabetay5) bereiten kann. 
Die Benutzung dieses Produktes bietet noch den äußerlichen Vorteil. 
die eintretende Phosphatablösung an der schnell einsetzenden Ab- 
scheidung von schwerlóslichem Magnesiumphosphat beobachten zu 
können. 

Unterbricht man nach 24 bis 72 Stunden die Einwirkung des 
Ferments, so ist festzustellen, daß neben unverändertem Hexose- 
di-phosphat und abgespaltenem anorganischen Phosphat ein Mono- 


1) M. Tomita, diese Zeitschr. 181, 170, 1922. 

2) J. Noguchi, ebendaselbst 148, 190, 1923; Y. Takahashi, ebendaselbst. 
146, 161, 1923. 

8) C. Neuberg und M. Behrens, ebendaselbst 170, 254, 1926. 

t) C. Neuberg und S. Sabetay, ebendaselbst 162, 479, 1925. 

5) Dieselben, ebendaselbst 161, 240, 1925. 
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phosphorsäure-ester in Lösung ist. Der Nachweis läßt sich in einfacher 
Weise dadurch erbringen, daß man in der Siedehitze mit Calciumacetat 
behandelt, wodurch praktisch aller unveränderter Hexose-di-phosphor- 
säure-ester ausfällt und die in der Flüssigkeit befindlichen freien 
Phosphationen zugleich entfernt werden. Engt man die von den un- 
löslichen Calciumsalzen abfiltrierte Flüssigkeit ein und fällt sie alsdann 
mit Bleiessig, so geht in den Niederschlag neben Resten von Di-phosphat 
ein basisches Bleisalz des Mono-phosphorsäure-esters hinein. Die 
abzentrifugierte und ausgewaschene Bleifällung liefert nach der Zer- 
legung mit Schwefelwasserstoff und Vertreibung des gelösten Gases 
eine saure Flüssigkeit, aus der man durch genaue Neutralisation mit 
Baryt nunmehr eine Lösung gewinnt, die nach dem Einengen durch 
Aufkochen von noch vorhandenen Spuren hexose-di-phosphorsauren 
Bariums sowie anorganischen Phosphats leicht befreit werden kann. 
Durch Wiederholung der Bleifällung wird die Reinigung des Mono- 
phosphorsäure-esters vervollständigt. Schließlich wird das in Wasser 
leicht lósliche Bariumsalz des Mono-phosphorsäure-esters durch Alkohol- 
zugabe niedergeschlagen und durch Umfällung in analysenreinem 
Zustande gewonnen. 


Im Verlaufe der Operationen kann man sich von dem Vorhanden- 
sein des Hexose-mono-phosphats leicht dadurch überzeugen, daß nach 
der ersten Bleifällung im Filtrat der durch Calcium- oder Bariumacetat 
vom Di-phosphat befreiten Flüssigkeit sich in reichlicher Menge ein 
Körper befindet, dessen leicht lösliches Bariumsalz Phosphor in 
organischer Bindung enthält und zugleich Fehlingsche Mischung 
reduziert. 


Die als Bariumsalz isolierte Hexose-mono-phosphorsäure erweist 
sich nach Drehung und Eigenschaften als identisch mit dem durch 
gemäßigte Säurehydrolyse aus Di-phosphat gewonnenen Neubergschen 
Ester. Auch das aus dem Bariumsalz bereitete kristallisierte Strychnin- 
salz zeigt die Eigenschaften, die C. Neuberg und O. Dalmer!) für das 
Alkaloidsalz der auf dem genannten chemischen Wege bereiteten 
Verbindung angegeben haben. 


Damit ist der Beweis erbracht, daß durch einen biochemischen Vor- 
gang der Neubergsche Hexose-mono-phosphorsäure-ester gebildet werden 
kann. Man wird also mit seinem Auftreten mindestens überall dort 
rechnen müssen, wo vorher entstandenes Di-phosphat wieder um- 
gesetzt wird. Hiermit im Einklange steht die Gärfähigkeit dieses 
Mono-esters (Neuberg, l. c.) sowie seine von O. Meyerhof?) festgestellte 
Eignung zur Bildung von Milchsäure im Muskelextrakt. 


1) C. Neuberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 131, 188, 1922. 
2) O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 471, 1926. 
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Weitere Versuche mögen lehren, ob auch mit Phosphatasen anderer 
Herkunft als mit der aus Aspergillus oryzae die einseitige De-phosphory- 
lierung des Di-phosphats zu erzielen und die beweiskräftige Isolierung 
des Mono-phosphats möglich ist. (Mit chloroformierter Hefe erhält 
man aus Di-phosphat Mono-phorsáure-ester; vorläufig!) ist ungeklärt, 
ob dieses durch partielle De-phosphorylierung oder durch Resynthese 
aus zuvor völlig de-phosphoryliertem Zucker geschieht.) 


Unentschieden ist bisher, ob der enzymatische Aufbau des Hexose- 
di-phosphats aus dem Neubergschen Ester gelingt!). Ein solcher Prozeß 
läßt sich aber mit dem isomeren Hexose-mono-phosphorsäure-ester von 
Robison verwirklichen. Bringt man diese Substanz in Gestalt des 
Natriumsalzes mit einer wässerigen Aufschwemmung von Unterhefe 
und Toluol zusammen, so vollzieht sich eine Bildung von typischem 
Hexose-di-phosphat. Schon R. Robison?), ferner A. L. Raymond?) sowie 
A.J. Kluyver und A. P. Struyk*) haben die Möglichkeit erwogen. daß 
der Mono-phosphorsäure-ester irgendwie als Vorstufe bei der Bildung 
des Di-phosphorsäure-esters fungiert. Dabei ergeben sich allerdings 
die Schwierigkeiten, daß, soweit bisher feststeht, der Robisonsche Ester 
ein Glucose-derivat, der Hexose-di-phosphorsäure-ester ein Fructose- 
derivat5) ist, und daß man für den Eintritt der Reaktion wesentliche 
strukturelle Umwandlungen im Hexosemolekül unbedingt voraus- 
setzen muß. O. Meyerhof und K.Lohmann®) haben auf Grund des 
Gär-verlaufes, den sie für den Robssonschen Mono-phosphorsáure-ester 
in Hefensaft erforscht haben, die Anschauung entwickelt, daß dieses 
Substrat zur Hälfte de-phosphoryliert wird, während die andere Hälfte 
di-phosphoryliert wird. Sie ziehen diesen Schluß aus der Beobachtung, 
daß im ersten Stadium der Gärung die Kohlensäure-entwicklung von 
keiner Abspaltung von Phosphat begleitet ist; im Gegenteil fanden sie 
sogar eine Bindung von Phosphat, und zwar von solchem Phosphat, 
das als anorganisches Material im Hefensaft präformiert ist. Die Frage, 
ob tatsächlich das reguläre Hexose-di-phosphat entsteht, ist in den 
Untersuchungen von Meyerhof und Lohmann offen geblieben bzw. 
nicht untersucht worden. Sie mußte geprüft werden, da die Autoren 
mit der Möglichkeit rechnen, daß ein labiles Hexose-di-phosphat auftritt 
und man nicht voraussagen kann, ob dieses zu dem bekannten Hexose- 
di-phosphorsäure - ester stabilisiert wird, um so weniger, als nach 


1) Die Frage soll geprüft werden. 

2) R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

3) A. L. Raymond, Proc. Nat. Acad. of Sciences 11, 622, 1925. 

4) A. J. Kluyver und A. P. Struyk, Kon. Akad. van Wetensch. Amster- 
dam 29, 322, 1926. 

5) Vgl. hierzu W. Th. J. Morgan, Biochem. Journ. 21, 675, 1927. 

6) O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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Th. Brugsch und H. Horsters sowie @. Embden und M. Zimmermann die 
Zahl der von der Natur gelieferten Zuckerphosphate größer zu sein 
scheint. 


An Hand der Methode, die wir kürzlich zur vereinfachten Dar- 
stellung des durch Gärung gewinnbaren Mono-esters angegeben haben!), 
ist es leicht, Hexose-mono-phosphat und Di-phosphat zu trennen. Die 
Schwierigkeit, die aus der Anwesenheit von anorganischem Phosphat 
erwächst, läßt sich dadurch beheben, daß man in verdünnter Lösung 
und unter starker Kühlung anorganische Phosphorsäure als Ammonium- 
Magnesium-phosphat durch Zugabe von Magnesia-mixtur entfernt. 
Dies Vorgehen ist deshalb möglich, weil im Gegensatz zu den anderen 
Erdalkalisalzen das Magnesiumsalz der Hexose-di-phosphorsäure unter 
den gewählten Bedingungen vollkommen löslich ist. Nach der so vor- 
genommenen Beseitigung von Phosphationen kann man nach genauer 
Neutralisation mit Essigsäure das Hexose-di-phosphat in Gestalt der 
schwerlöslichen Calciumverbindung in der Siedehitze ausfállen. Von 
anhaftenden Verunreinigungen wird das Calciumsalz dadurch getrennt, 
daß man es in kalter verdünnter Essigsäure löst und nach Filtration 
durch Ammoniak genau neutralisiert, abermals filtriert und nunmehr 
durch Aufkochen wieder zur Abscheidung bringt. Das so erhaltene 
Salz hat bereits die richtige Zusammensetzung und weist auch das 
dem reinen Di-phosphat zukommende Drehungsvermögen auf. 


Damit ist gezeigt, daß tatsächlich das typische Hexose-di- phosphat 
entstehen kann, wenn der Robisonsche Ester das Ausgangsmaterial ist. 
Ob dies auf dem Wege einer gekoppelten Reaktion geschieht dergestalt, 
daß jene beim Zerfall des Mono-esters frei werdenden Phosphationen 
auf ein anderes Molekül desselben Esters überspringen und ihn dadurch 
zum Di-phosphat machen, bleibt unentschieden. Man muß in Betracht 
ziehen, und zwar besonders wegen der schon erörterten Konstitutions- 
verschiedenheit der zugrundeliegenden Sechskohlenstoff-zucker, daß 
sich die Reaktion nicht in dieser einfachen Form abspielt. 


Beschreibung der Versuche. 


A. Partielle enzymatische De-phosphorylierung von Zymo-di-phosphat zum 
Neubergschen Mono-ester. 


Versuch I. 


7,7 g hexose-di-phosphorsaures Magnesium wurden in 200 ccm Wasser 
gelöst und mit einer filtrierten Lösung von 1g Taka-diastase in 50 ccm 
Wasser sowie 3ccm Toluol versetzt. Zur Orientierung über die vom 
Fermentpräparat abgegebene Phosphorsäuremenge diente ein toluolisierter 
Ansatz von 0,2 g Taka-Diastase in 50 cem Wasser. Die in verschlossenen 


1) C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 
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Glasstöpselflaschen befindlichen Gemenge beließen wir im Brutschrank 
bei 37°. In der Hauptlösung begann nach kurzer Zeit die Abscheidung 
von Magnesiumphosphat, dessen zunächst gelatinöse Masse allmählich fein 
flockig wird. Wirbelt man den Niederschlag auf, so verteilt er sich sehr 
fein in der Flüssigkeit und setzt sich nur langsam wieder ab; daher war 
es mit einer für unsere Zwecke ausreichenden Genauigkeit möglich, durch 
Abpipettieren aliquote Teile zu entnehmen. Die Unterbrechung der 
Fermentwirkung und die Enteiweißung zum Behufe der Phosphorsäure- 
bestimmung kann nicht durch Erhitzen vorgenommen werden, da mit 
dem auskoagulierten Eiweiß auch der ungelöste Anteil des Magnesium- 
phosphats abfiltriert werden würde. Wir ließen daher die entnommenen 
Proben direkt in verdünnte Trichloressigsäure einfließen, die das Magnesium- 
phosphat löst und das Eiweiß fällt. 


Die Phosphorbestimmungen wurden im Filtrat kolorimetrisch vor- 
genommen. Die angeführten Daten sind um den jeweiligen Betrag aus 
dem Blindversuch korrigiert. 


Zeit | Freies Da Os Freies P,O; in Oly 
Stunden | g des Gesamt+P2 O; 
0 0 0 
24 0,45 16 
48 0.63 22 
72 | 0,65 23 


Nach 24 Stunden wurden 100 cem, nach 72 Stunden die noch restieren- 
den etwa 150ccm der Flüssigkeit auf Barium-hexose-mono-phosphat 
verarbeitet. Die Proben wurden zunächst im Wasserbad erhitzt, um das 
Ferment zu inaktivieren und in Lösung gegangenes Eiweiß auszufällen. 
Die filtrierten Flüssigkeiten wurden mit einer gesättigten Calciumacetat- 
lösung versetzt, aufgekocht und in der Siedehitze vom ausgefallenen Nieder- 
schlage abfiltriert. Die auf dem Filter zurückgebliebene Substanz wurde 
mit wenig siedendem Wasser ausgewaschen und das mit dem Waschwasser 
vereinigte Filtrat nach dem Erkalten und nötigenfalls nach dem Einengen 
mit Bleiessig gefällt. Hierbei war die nicht unbeträchtliche Löslichkeit 
des basischen Pb-Salzes in überschüssigem Bleiessig zu berücksichtigen, die 
bei den geringen Substanzmengen zu starken Verlusten führen kann. 
Der Bleiniederschlag wurde nach dem Absetzen abzentrifugiert, in Zentri- 
fugenbechern dreimal mit destilliertem Wasser nachgewaschen und hier- 
nach in wässeriger Suspension durch einen Schwefelwasserstoffstrom 
zerlegt. Die vom Schwefelblei abfiltrierte und durch einen Luftstrom von 
H,S befreite Flüssigkeit wurde mit warmem Barytwasser bis zur Rötung 
von Phenolphthalein versetzt. Nach dem Einleiten von Kohlendioxyd 
wurde die Flüssigkeit im Vakuum auf 50 ccm eingeengt. Hierbei schieden 
sich geringe Mengen Ba-Salz ab, die abfiltriert wurden; aus dem Filtrat 
konnte durch kurzes Aufkochen noch etwas BaCO, (aus dem in Lösung 
gegangenen Bicarbonat stammend) entfernt werden. Aus der nunmehr 
reineren Ba-Salz-lösung wurde nochmals in derselben Weise das basische 
Blei-Salz dargestellt und wieder in das Barium-Salz übergeführt. Schließlich 
ließen wir die auf etwa 50 com eingeengte Lösung in 100 cem Alkohol ein- 
fließen, zentrifugierten den Niederschlag ab, wuschen ihn mit 75%,1gem 
sowie mit absolutem Alkohol aus und trockneten ihn im Vakuumexsikkator 
über Chlorcalcium. Die so gewonnenen Präparate waren in kaltem und 
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heißem Wasser klar löslich; die Lösungen gaben auf Zusatz von Magnesia- 
mixtur keine Fällung. Ausbeute aus der ersten Probe 0,2 g, aus der zweiten 
0,4g. 

Für die Analyse und Drehungsbestimmung ist die Substanz im Hoch- 
vakuum über P,O, bei 78° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. 


0,4060 g Ba-Salz (entsprechend 0,2671 g Säure) wurden in 2,05 ccm 
n HCl gelöst und auf 10,0 cem aufgefüllt (c = 2,67). Drehung im 2-dem- 
Rohr = + 0,11%; [a]p = + 2,1°. 

Diese Lösung diente für die Ba- und P-Bestimmung; zur Ausführung 
der letzteren wurde ein Teil der Flüssigkeit zur Trockne eingedampft und 
der Rückstand mit Soda-Salpeter aufgeschlossen. 


Aus 2,0 ccm (entsprechend 0,0812 g Ba-Salz) wurden 0,0473 g BaSO, 
und aus 5,0 ccm (entsprechend 0,2030 g Ba-Salz) wurden 0,0515 g Mg, P, O, 
erhalten. 

Ce H10 P Ba. Ber.: 34,7% Ba, 7,8% P; 
gef.: 34,3% Ba, 7,1% P. 


Reduktionsvermögen: 2 cem der Lösung (enthaltend 0,0812 g Ba-Salz 
bzw. 0,0370 g Hexose) wurden mit 0,41 ccm n NaOH neutralisiert und auf 
ihr Reduktionsvermógen nach Auerbach- Bodländer geprüft: Jodverbrauch 
0,95 ccm n/10 J, entsprechend 8,5 mg Aldose = 23% des Reduktions- 
vermögens der äquivalenten Glucosemenge. 


Versuch II. 


15,4 g Magnesium-hexose-di-phosphat wurden mit 3g Taka-Diastase 
in 300 ccm Wasser in Gegenwart von 3 ccm Toluol bei 37% auf dieselbe 
Weise behandelt. 


Verlauf der Spaltung: 


Zeit Freies Pz Os Freies Pa O; in 9 
Stunden g des Gesamt-P, Os 


0 | 0 0 
63 1.65 29 
86 1,75 31 


Bei der Aufarbeitung des ganzen Versuchs wurden schließlich 2,3 g 
reines Bariumsalz der Hexose-mono-phosphorsäure gewonnen. 

0,2340 g Ba-Salz wurden in 5,0ccm Wasser gelöst. [a]p = + 2,3° 
(a = +0,11%. c = 4,68, 1 = 1). 

3,0cem dieser Lösung dienten nach dem Eindampfen und Verschmelzen 
mit Soda-Salpeter zur Phosphorbestimmung; sie lieferten 0,0361 g Mg, P,O, 
= 1,2 /% E: 

0,3192 g Ba-Salz (entsprechend 0.2100 g Säure) wurden in 1,62 ccm 
n HCl gelöst und auf 10,0 cem aufgefüllt. 

[ap = + 4,5% (a = + 0,19%, c = 2,10, 1 = 2). 

Bei der Bariumbestimmung lieferten 3,0 cem dieser Lösung 0,0559 g 
BaSO, = 34,4% Ba. 

0,0950 g Ba-Salz verbrauchten bei der Reduktionsbestimmung nach 
Auerbach-Bodlánder 1,20 cem n/10 J, entsprechend 10,8 mg Aldose. 
Reduktionsvermögen = 24,9%, der äquivalenten Glucosemenge. 
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Wir lassen eine Zusammenstellung der Angabe der Literatur über die 
Drehwerte des Neubergschen Esters (als Ba-Salz und als freie Säure) folgen: 


Ba.Salz | Säure | Autor 

+29 | — Neuberg und Dalmer 
+04 t + 1,5° Robison 

+ 0,8 + 2,5 Ä Meyerhof und Lohmann 
+ 2,3 + 2,1 | Neubestimmung 


Von diesen Werten dürfte die von Neuberg und Dalmer angegebene 
Drehung des Ba-Salzes die zuverlässigste sein, da sie an einem über das 
kristallisierte Strychninsalz gereinigten Präparat ermittelt wurde. Mit 
diesem Wert stimmt auch der von uns gefundene am besten überein. 

Bemerkt sei, daß aus dem Kontrollansatz kein Mono-phosphorsáure- 
ester isoliert werden konnte, so daß eine Entstehung aus eventuell vor- 
handenen Kohlenhydraten des Fermentpräparsates nicht in Betracht kommt. 

Hexose-mono-phosphorsaures Strychnin. 1,2g Ba-Salz wurden in 
50 ccm Wasser gelöst und mit einer heißen Lösung von 2,5g Strychnin- 
sulfat in etwa 100ccm 40 °,igem Alkohol versetzt. Nach kurzem Erwármen 
auf dem Wasserbade ließen wir erkalten, zentrifugierten vom Bariumsulfat 
ab und dunsteten die Lösung, die noch etwas Ba-Ionen enthielt, zur Trockne 
ein. Der Rückstand wurde in Alkohol aufgeschlämmt, die Suspension 
erwärmt und tropfenweise mit Wasser bis zur Auflösung der Hauptmenge 
versetzt. Aus der filtrierten Lösung schied sich das Alkaloidsalz beim 
Einengen kristallinisch aus. Es wurde nochmals in derselben Weise 
umkristallisiert, dann abgesaugt, mit verdünntem und absolutem Alkohol 
und mit Äther gewaschen und an der Luft getrocknet. In diesem Zustande 
enthält es nach Neuberg und Dalmer 5 Mol. Kristallwasser. 

0,1756 g Strychninsalz wurden in 5,0 ccm Alkohol + 5,0 ccm Wasser 


gelöst. 
[a]p = — 30,5% (c = 1,756, 1 = 2, a = 1,07%); Neuberg und Dalmer 
geben an: [a]p = — 30,7°. 


8,0 ccm dieser Lösung (enthaltend 0,1405 g Trockensubstanz) wurden 
zur Trockne eingedampft. Dieser Rückstand diente nach dem Aufschluß 
mit Soda-Salpeter zur Phosphorbestimmung. Es wurden 0,0141 g Mg, P, O, 
erhalten. 

(Ca Ha Natak - Cs Hi 0, P + 5 H,O. 
Ber.: P = 3,0%, gef.: 2,8%. 


Auch aus den Eigenschaften des Strychninsalzes geht die Identität 
der durch biochemischen und chemischen Abbau bereiteten Substanzen 
hervor. 


B. Gewinnung von Hexose-di-phosphat aus dem Robisonschen Mono-ester 
durch Hefenenzym. 


Zu einer Lösung des Na-Salzes von Robisons Hexose-mono-phosphat 
(aus 15,8 g Ba-Salz durch Umsetzung mit Na,SO, bereitet) in 250 ccm 
Wasser wurden 25 g frische untergärige Bierhefe der Schultheiß- Patzenhofer- 
Brauerei und 10 eem Toluol gegeben. Die erst nach mehreren Stunden 
einsetzende Kohlendioxydentwicklung war schwach. Temperatur 37°. 

Für die Phosphorbestimmungen wurden von Zeit zu Zeit Proben ent- 
nommen, durch Erhitzen im Wasserbade enteiweißt und kolorimetrisch 
untersucht. 
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In einem Parallelversuch waren 25g Unterhefe in 250 ccm Toluol- 
wasser suspendiert; die bei 37° abgespaltenen Phosphorsäuremengen sind 
als Korrektur von den Werten des Hauptversuches abgezogen. 


Zeit : Freies P205 ı Freies P2O0; in ie 
Stunden | mg | des Gesamt»P, Os 
0 0 0 
2 193 6,8 
6 710 25,0 
21 1382 48,7 


Nach 2 Stunden wurden 50ccm, nach 6 Stunden 100 ccm, nach 
24 Stunden der gesamte Rest (etwa 100 ccm) auf Hexose-di-phosphat 
verarbeitet. Hierzu wurde der entnommene Anteil zunächst im Wasserbade 
erhitzt und zentrifugiert. Die enteiweißte Flüssigkeit wurde in Eis mit 
Magnesiamixtur versetzt und nach einigen Minuten filtriert. Wir über- 
zeugten uns durch einen Kontrollversuch, daß beim reinen Zymophosphat 
eine Phosphorsäure-abspaltung durch die ammoniakalische Magnesia- 
mixtur unter diesen Bedingungen erst nach 15 bis 20 Minuten gerade 
merklich wurde. Zu dem Filtrat gaben wir einen Tropfen Phenolphthalein 
und tropfenweise verdünnte Essigsäure bis zur Entfärbung. Zu dieser 
Flüssigkeit, die gegen Lackmus neutral bis ganz schwach alkalisch reagierte, 
fügten wir Ca-Acetat und kochten auf. Die Fällung wurde in der Siedehitze 
abfiltriert und mit siedendem Wasser nachgewaschen. Zur Reinigung 
wurde das Rohprodukt in verdünnter Essigsäure gelöst, die Lösung von 
einer geringen Trübung abfiltriert, abgekühlt, mit Phenolphthalein und 
mit verdünntenm Ammoniak bis zur schwachen Rötung versetzt, filtriert, 
nach Zusatz eines Tropfens Essigsäure aufgekocht und wieder filtriert. 
Der Niederschlag wurde mit heißem Wasser, dann mit Alkohol gewaschen 
und im Vakuumexsikkator über H,SO, getrocknet. 


Diese Arbeitsweise führt zu sehr reinen Präparaten von hexose-di- 
phosphorsaurem Calcium, ist jedoch ziemlich verlustreich. So erhielten 
wir aus der weiter unten beschriebenen dritten Probe zunächst 1,1 g Roh- 
calciumsalz, in dem lediglich Spuren anorganischen Phosphats nach- 
weisbar waren; nach dem Umfällen aus Essigsäure wurden nur 0,6 g wieder- 
gewonnen. Somit können die erhaltenen Ausbeuten nicht als ein Maß der 
wahrscheinlich viel beträchtlicheren Diphosphatbildung angesehen werden. 


Die Ausbeuten an reinem Ca-Salz aus den beiden ersten Proben waren 
so gering, daß wir uns begnügen mußten, das Präparat schließlich vom 
Filter mit verdünnter Essigsäure abzulösen, die Flüssigkeit in der Siede- 
hitze mit Ammoniumoxalat zu fällen und das Calcium titrimetrisch zu 
bestimmen. Es wurden verbraucht: bei der ersten Probe 4,2ccm n/10 
KMnO, entsprechend 8,4mg Ca, die 43,6 mg Ca-hexose-di-phosphat 
anzeigen, und bei der zweiten Probe 13,9 ccm n/10 KMnO,, die 27,8 mg Ca 
entsprechen und 144,3 mg Ca-hexose-di-phosphat áquivalent sind. 


Aus der dritten Probe konnten, wie erwáhnt, 0,6 g reines Ca-Salz in 
Substanz isoliert werden. Sie wurde über P,O, im Hochvakuum bei 78° 
zur (sewichtskonstanz gebracht. 


0,3339 g Ca-Salz (entsprechend 0,2729 g Säure) wurden in 3,22 ccm 


n HCl gelöst und auf 10,0 ccm aufgefüllt. [a] = + 3,0% (a = + 0,16%, 
c = 2,73, 1= 2). 
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Für reine Hexose-di-phosphorsáure wird angegeben: [a]p = + 3.4° 
(Harden und Young!) bzw. + 3,5% (Neuberg, Färber, Levite und Schwenk?). 

3,0 ccm der Lösung wurden mit Na-Acetat sowie Essigsäure versetzt 
und mit Ammoniumoxalat gefällt. Das Calcium wurde nach dem Auflösen 
des Niederschlages in Schwefelsäure titrimetrisch ermittelt: Verbrauch an 
n/10 KMnO, 9,4ccm, entsprechend 18,8 mg Ca. 


5,0 ccm derselben Lösung lieferten nach dem Eindampfen und Schmelzen 
mit Soda-Salpeter-Mischung bei der Phosphorbestimmung 0,0904 gMg,P,0;. 

0,2305 g Ca-Salz ergaben 0,1434 g CO, und 0,0648 g H,O. 

CsH,00,2P,Caz. Ber.: Ca 19,2%, P 14,9%, C 17,3%, H 2,5%; 

gef.: Ca 18,3%, P 15,1%, C 17,1%, H 3,1%. 

Im substratfreien Parallelversuch war kein Diphosphat nachweisbar. 
Somit scheiden die Hefenkohlenhydrate als Quelle des im Hauptversuch 
gebildeten Diphosphates aus. 

1) A. Harden, Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., S. 50, 1923. 


2) C. Neuberg, E. Fárber, A. Levite, E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 
244, 1917. 
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